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Zusammenfassung
Untersuchungen zum Einfluss von Thrombospondin-1 auf Thrombozyten und
Leukozyten beim Systemic Inflammatory Response Syndrom (SIRS) im
Großtiermodell des chronisch instrumentierten Schafes
Daniela Stolte
Ziel dieser Studie war es herauszufinden, ob das aus Thrombozyten stammende Protein
Thrombospondin-1 (TSP-1) in der Lage ist, in Abhängigkeit von seiner Konformation, einen
positiven Einfluß auf Thrombozyten und Leukozyten im Verlauf eines SIRS auszuüben.
Dazu wurde eine randomisierte und placebokontrollierte Doppel-Blind-Studie am Schaf
durchgeführt (genehmigt Regierungspräsidium Münster; Aktenzeichen 23.0835.1.0.
[G57/99]). Parallel sollten Prognoseparameter für den Verlauf des SIRS gewonnen werden.
Vorgehen: Durch LPS-Infusion über 24 Stunden wurde bei 14 Schafen ein SIRS ausgelöst.
Während 8 definierter Meßzeitpunkte wurde Blut für Laboruntersuchungen entnommen. Das
TSP-1 wurde in zwei Chargen (A und B) als Verum eingesetzt und den Tieren unmittelbar
vor Beginn des SIRS einmalig verabreicht. Eine zentrale Rolle in der Pathogenese des SIRS
spielen Thrombozyten und Leukozyten, die ihrerseits vom TSP-1 in ihrer Funktion beeinflußt
werden. Durchflußzytometrisch wurde an den Thrombozyten mit und ohne zusätzliche
Aktivierung durch Agonisten a) das in vivo gebundenen Fibrinogen, b) die Fähigkeit ex vivo
Fibrinogen, FXIII und vWF zu binden, c) die dense bodies-Sekretion und d) die Bildung der
Thrombozyten-Mikropartikel untersucht.  Bei den Leukozyten wurde die Bindungskapazität
der Monozyten und PMNL für TSP-1 und die Anzahl der PMNL-Thrombozyten-Assoziate
gemessen. Zur Erkennung von Prognoseparametern wurden die Daten der verstorbenen
und der überlebenden Schafe aus der Placebogruppe verglichen.
Ergebnisse: Das Verum der Charge A scheint nach unseren Ergebnissen einen
schützenden Effekt auf die funktionelle Kapazität der Thrombozyten zu haben und
gleichzeitig die Menge der Thrombozyten-Mikropartikel zu reduzieren. Das Verum der
Charge B zeigt diesen Effekt nicht oder nur in geringem Maße. Im Gegensatz zur
Placebogruppe verstarben in den Verumgruppen keine Schafe während des Versuchs. Die
geringen Gruppengrößen lassen die Berechnung der Mortalität jedoch nicht zu. Beim
Vergleich zwischen verstorbenen und überlebenden Tieren zeigten sich z.T. signifikante
Unterschiede. Die Thrombozyten der Schafe der überlebenden Gruppe zeigten im Vergleich
eine höhere Anbindung verschiedener Proteine, während die Menge der PMNL-
Thrombozyten-Assoziate und der TZ-Mikropartikel geringer war. Diese Beobachtungen
könnten Hinweise auf frühe Prognoseparameter zum Verlauf des SIRS geben.
Tag der mündlichen Prüfung: 3.11.2010
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1. Einleitung
Die erste Beschreibung einer Sepsis wurde erstmals um etwa 400 v. Chr.
dokumentiert. Hippokrates  beschrieb eine tödliche Erkrankung, die einige Tage nach
einer Verwundung mit Fieber begann, das durch faulende Materie verursacht wurde.
Weitere Beschreibungen folgten von Ibn Sina (Avicenna um 1000 n.Chr.), Boerhaave
(um 1700 n. Chr.), Semmelweis (1847) und Pasteur und Koch (1860). Schottmüller
definierte die Sepsis 1914 wie folgt: „Eine Sepsis liegt dann vor, wenn sich innerhalb
eines Körpers ein Herd gebildet hat, von dem aus konstant oder periodisch pathogene
Bakterien in den Blutkreislauf gelangen, und zwar derart, dass durch diese Invasion
subjektive und objektive Krankheitserscheinungen ausgelöst werden“
(SCHOTTMÜLLER, 1914). Schwartzmann erkannte bereits 1928 die Bedeutung von
Endotoxinen für das Krankheitsbild der Sepsis.
Die Angaben über die Inzidenz einer Sepsis variieren in verschiedene Studien sehr
(ANGUS, 2001). Nach einer Schätzung aus den USA liegt sie bei etwa 3/1000
Einwohner (ANGUS; 2001). Faktoren wie der steigende Altersdurchschnitt, die
zunehmende Hospitalisierung und die zunehmende Durchführung invasiver
Untersuchungen führten dabei vermutlich in den letzten Jahren zu einer stetig
ansteigenden Inzidenz. Die Sepsis gilt als die häufigste Todesursache auf operativen
Intensivstationen (PARILLO, 1990). Obwohl es sehr viele Studien zum Thema Sepsis
gibt, stehen bis heute noch keine ausreichenden Therapiemöglichkeiten der schweren
Sepsis zur Verfügung.
Ziel dieser Arbeit war es daher einerseits einen neuen Therapieansatz für die
Behandlung einer Sepsis bzw. eines SIRS zu untersuchen und andererseits aus den
gesammelten Daten frühe Prognoseparameter für den Verlauf abzuleiten (vgl. Kapitel
2.6.). Wegen der sehr komplexen Vorgänge im Körper im Verlauf des SIRS konnten
nur Teilprozesse untersucht werden.
Im Zentrum unserer Untersuchungen stand das überwiegend aus den α-Granula der
Thrombozyten stammende, multifunktionale Protein Thrombospondin-1 (TSP-1). Es
wurde im Rahmen dieser tierexperimentellen, placebokontrollierten Doppel-Blind-
Studie an endotoxämischen Schafen in zwei verschiedenen Konformationszuständen
als Verum  eingesetzt und sein Einfluß auf den Verlauf des SIRS wurde anhand
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verschiedener Parameter näher untersucht. Bereits seit langer Zeit weiß man vom
TSP-1, dass es eine wichtige steuernde Funktion bei Entzündungsreaktionen einnimmt
(vgl. Kapitel 2.2.2.). Wodurch diese steuernde Funktion des TSP-1 reguliert wird und
auf welche Art und Weise die zahlreichen und zum Teil gegensätzlichen Funktionen
des TSP-1 gesteuert werden, ist dabei immer noch nicht hinreichend geklärt. Es sollte
im Rahmen dieser Studie untersucht werden, in wie fern das verabreichte TSP-1 einen
positiven Einfluß auf den Verlauf eines SIRS nehmen kann.
Wegen der engen Verknüpfung zwischen Inflammationsreaktionen und Blutgerinnung
im Rahmen des SIRS konzentrierten wir uns in erster Linie auf die Untersuchung des
Einflusses des TSP-1 auf die Thrombozyten, aus denen auch ein großer Teil des
Thrombospondin-1 stammt. Die Thrombozyten sind ein entscheidendes Bindeglied
zwischen den Vorgängen der Hämostase und der Inflammation. Sie nehmen aktiv teil
am Entzündungsgeschehen, indem sie u.a. selbst mit den verschiedenen Mediatoren
der Entzündung interagieren oder über direkten oder indirekten Kontakt weitere Zellen
wie z.B. Leukozyten aktivieren und rekrutieren. Weiterhin kommt ihnen eine
entscheidene Rolle bei der Entstehung der disseminierten intravasalen Gerinnung zu,
die die Sterblichkeit der SIRS-Patienten maßgeblich beeinflußt. Wegen dieser
Interaktionen zwischen Hämostase und Inflammation wurde anhand einzelner
Parameter die Wirkung des Thrombospondin-1 nicht nur auf die Thrombozyten,
sondern auch auf Monozyten und PMNL analysiert.
Zur Planung und zur Durchführung dieser Studie waren mehrere Personen notwendig.
Die zahlreichen Laboruntersuchungen der Thrombozyten und Leukozyten wurden
dabei von insgesamt zwei Doktoranten durchgeführt und anschließend getrennt
voneinander ausgewertet. Da jedoch viele der erhobenen Ergebnisse im
Zusammenhang betrachtet werden sollten, wird an mehreren Stellen von dieser
Doktorarbeit auf die Ergebnisse der zweiten Doktorarbeit (Dissertation Timo Pauli,
WWU Münster) verwiesen.
Im Abschnitt Schrifttum werden in einzelnen Kapiteln die für das Verständnis des
Versuchs wichtigsten Themen kurz erörtert. Es wird hier kurz auf das Krankheitsbild
der Sepsis bzw. des SIRS eingegangen, bevor das als Verum verabreichte TSP-1 mit
seinen bislang bekannten Funktionen beschrieben wird. Anschließend  werden die
Thrombozyten und Leukozyten mit ihren zahlreichen Interaktionen, einerseits
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untereinander und andererseits zu anderen Faktoren, beschrieben, die für die
Untersuchungen eine wichtige Rolle spielen.
Im Material- und Methodenteil wird detailliert beschrieben, wie die einzelnen Versuche
durchgeführt wurden und welche Methoden bei der Versuchsvorbereitung und
Durchführung genutzt wurden.
Die Ergebnisse werden im ersten Abschnitt des Ergebnisteils als
Innergruppenvergleich der Placebogruppe dargestellt, bei dem die vorzeitig während
des Versuchs gestorbenen Schafe den überlebenden Schafen gegenüber gestellt
werden. Diese Darstellung soll der Aufdeckung potentieller, früher Prognoseparameter
während eines SIRS dienen. Im zweiten Abschnitt des Ergebnisteils wird jeweils die
Placebogruppe den beiden Verumgruppen gegenüber gestellt, um den Einfluß des
Verums auf verschiedene Parameter zu untersuchen.
In der Diskussion werden zunächst die Ergebnisse des Innergruppenvergleichs
erörtert, bevor die Ergebnisse des Intergruppenvergleiches in Bezug auf die einzelnen
Funktionen der Thrombozyten und Leukozyten zunächst getrennt voneinander
analysiert werden. Abschließend wird jeweils eine kurze Zusammenfassung zu beiden
Zellgruppen beschrieben. Weiterhin wird kurz Stellung dazu genommen, warum das
„SIRS-Modell“ Schaf gewählt wurde.
Schrifttum                                                                                                                           4
2. Schrifttum
2.1. Sepsis, SIRS und Multiorganversagen
2.1.1. Definitionen
Die moderne Definition des Begriffs „Sepsis“ geht heute auf die Konsensuskonferenz des
American College of Chest Physicans und der Society of Critical Care Medicine von 1992
zurück (Levy et al. 2003). Nach dieser Übereinkunft leidet derjenige Patient an einer
Sepsis, der eine Infektion hat, die ein „Systemic Infammatory Response Syndrom“ (SIRS)
hervorruft. Die Infektion kann dabei durch verschiedene Keime z.B. Bakterien, Pilze, Viren
oder Protozoen verursacht werden. Auf einer weiteren Konsensuskonferenz 2001 wurde
ein „Staging-Konzept“ für die Sepsis erarbeitet, welches derzeit noch keine klinische
Bedeutung erlangt hat. Es wird als PIRO-Konzept bezeichnet und soll zu einer genaueren
Klassifizierung des klinischen Stadiums des Patienten nach den Kriterien Prädisposition,
Infektion, Immunantwort (Response) und Organdysfunktion führen (LEVY, 2003).
Bei etwa einem Drittel der Patienten, die das klinische Bild einer Sepsis haben, läßt sich
kein Keim als Krankheitsursache ermitteln, so dass man in diesem Fall nicht von einer
Sepsis, sondern nur von einem SIRS spricht. Das SIRS kann neben der Infektion durch
einen pathogenen Keim auch z.B. durch eine Pankreatitis, ein Trauma oder
Verbrennungen entstehen. Ein SIRS liegt genau dann vor, wenn unabhängig von der
Ursache mindestens zwei der in der folgenden Tabelle genannten Kriterien erfüllt sind (vgl.
Tab.2.1.)
• Hypo- (<36°C) oder Hyperthermie (>38°C)
• Tachykardie (>90/min)
• Tachypnoe (>20/min) und/oder arterieller pCO2 <4,3kPa (33mmHg) und/oder
maschinelle Beatmung
• Leukozytose >12.000/µl oder Leukopenie <4.000/µl und/oder Linksverschiebung
>10% im Diff.-BB.
Tab. 2.1. Kriterien für ein SIRS nach der deutschen Sepsis-Gesellschaft
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In der klinischen Praxis wird nochmals zwischen einer „schweren Sepsis“ (severe sepsis)
und einer einfachen Sepsis unterschieden (Deutsche Sepsis-Gesellschaft e.V., 2007;
KREYMANN, 1996; BALK, 2000). Für eine schwere Sepsis muß hier mindestens eines
der in folgenden Tabelle genannten Kriterien erfüllt sein, welches jeweils eine
Organdysfunktion beschreibt (vgl. Tab.2.2.).
• Akute Enzephalopathie (reduzierte Vigilanz, Unruhe, Desorientiertheit, Delir ohne
Beeinflussung durch Psychotropika)
• Thrombozytopenie (Thrombozyten <100.000/µl oder Thrombozytenabfall >30% in
24Std. ohne  Blutverlust als Ursache)
• Arterielle Hypoxämie (paO2 <10kPa (75mmHg) unter Raumluft, pO2/FiO2 <33kPa
(250mmHg) ohne manifeste pulmonale o. kardiale Erkrankung als Ursache)
• Arterielle Hypotension (systolischer arterieller Blutdruck <90mmHg oder mittlerer
arterieller  Blutdruck <70mmHg über mind. 1 Stunde trotz adäquater
Volumenzufuhr bei Abwesenheit anderer Schockursachen)
• Renale Dysfunktion (Urinausscheidung <0,5ml/kg/Std. über zumindestens eine
Stunde trotz  ausreichender Volumensubstitution und/oder Anstieg des Serum-
Kreatinins >2x über den Referenzbereich des jeweiligen Labors
• Metabolische Azidose (Basendefizit >5,0mEq/l oder eine Plasma-Laktat-
Konzentration  >1,5x oberhalb des Referenzbereichs des jeweiligen Labors)
Tab. 2.2. Kriterien einer schweren Sepsis nach der deutschen Sepsis-Gesellschaft
Als septischer Schock wird eine Sepsis mit Hypotension, trotz adäquater
Volumensubstitution bezeichnet. Als Multiorganversagen (MOV) bezeichnet man das
akute Versagen von zwei oder mehr Organen, häufig in Folge einer Sepsis oder eines
SIRS (vgl. Kapitel 2.1.3.). Ein chronisches Organversagen darf nicht zu Grunde liegen.
Bevor es zum MOV kommt, geht eine Phase mit einer Organinsuffizienz voraus, die als
Multiorgandysfunktionssyndrom (MOD) bezeichnet wird.
2.1.2. Pathophysiologie und klinische Folgen
In der Genese der Sepsis unterscheidet man verschiedene Stadien (CHRISTMAN, 1992).
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Zunächst kommt es durch Eindringen pathogener Keime in den Körper zu einer lokalen
Infektion und im weiteren Verlauf zu einer Invasion der Keime oder von Keimprodukten in
den gesamten Körper (BONE, 1991). Die Invasion der Keime und Keimprodukte führt zu
einer überschießenden Aktivierung von Mediatoren (Mediatorenexplosion), die schließlich
durch morphologische Zellschädigung zu den ersten Organschäden führen. In der
weiteren Folge können das MOD und das MOV entstehen.
Haben es pathogene Keime geschafft, die äußeren Barrieren des Körpers und die
antigenspezifische und unspezifische Abwehr des Körpers zu überwinden, kann es zum
Eindringen von Keimen in die Blutbahn kommen. Das Ausmaß und die Folgen der
Reaktion des Patienten hängen dabei von der Virulenz, der Pathogenität und der Anzahl
der Keime ab. Die innate Immunabwehr erkennt bereits beim Eindringen einen großen
Anteil der Keime anhand spezifischer Strukturen. Hierzu gehören neben dem erwähnten
LPS z.B. auch Peptidoglykane von gram-positiven Bakterien oder Doppelstrang-RNA von
Viren. Die Entstehung der Sepsis durch gram-negative Bakterien und das in ihrer Zellwand
enthaltene Endotoxin (Lipopolysaccharid, LPS) ist bislang am besten erforscht. Inzwischen
weiß man aber auch, dass auch andere Keime durch sogenannte Exotoxine, die
Komplementkomponente C5a oder andere Mediatoren ebenfalls in der Lage sind eine
Sepsis bzw ein SIRS auszulösen (LLEWELYN, 2001).
Zahlreiche Vorgänge laufen während eines SIRS gleichzeitig ab. In den folgenden
Abschnitten wird jeweils ein kurzer Überblick über die pathopysiologischen Kernprozesse
während des SIRS gegeben, unter besonderer Berücksichtigung der für diese Arbeit
wichtigsten Aspekte.
Proinflammatorische Reaktion
Sind Endo- oder Exotoxine in den Körper gelangt, kommt es zunächst zu einer starken
Aktivierung von Monozyten und Makrophagen über den von ihnen exprimierten CD 14-
Komplex (LLEWELYN, 2001). Die Folge ist eine massive Ausschüttung von
proinflammatorischen Zytokinen, zu denen insbesondere TNF-α, Il-1 und Il-6 gehören (vgl.
Tab. 2.3.). Die ausgeschütetten Zytokine führen kaskadenartig zur Ausschüttung weiterer
Zytokine und Mediatoren, so dass eine komplexe und vernetzte Reaktion entsteht, die bis
heute nicht im Detail bekannt ist (GLAUSER, 2000). Dem initial ausgeschütteten TNF-α,
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welches unmittelbar nach Beginn der Entzündungsreaktion in erhöhter Konzentration im
Plasma vorliegt, kommt dabei eine zentrale Funktion hat zu. Es führt unter anderem zur
Aktivierung der neutrophilen Granulozyten und zur Ausschüttung weiterer wichtiger
Zytokine  wie Il-1, Il-6, Eicosanoiden, PAF und PAI-1 (AWAD, 2003). Das hierdurch
freigesetzte Il-1 führt unter anderem zu einer ansteigenden Körpertemperatur (vgl.
Abb.2.1.).
Aktivierung des Gerinnungssystems und der Thrombozyten
Eine Folge der Ausschüttung der Zytokine ist eine Expression von tissue factor (TF) auf
Monozyten, Endothelzellen und neutrophilen Granulozyten, die im Ruhezustand keinen TF
exprimieren (CREASEY, 2001; LUPU, 2005). Dies führt durch Bindung an den
Gerinnungsfaktor VII zu einer Aktivierung des extrinsischen Gerinnungssystems. Es
entsteht eine Hyperkoagulabilität (DE JONG, 2000). Gleichzeitig werden physiologische
Antikoagulantien wie z.B. AT III und  TFPI (tissue factor pathway inhibitor) verbraucht oder
in ihrer Aktivität gehemmt. Ein weiterer wichtiger Mediator bei der Aktivierung des
Gerinnungssystems scheint das Il-6 zu sein (VAN DER POLL, 1994; STOUTHARD, 1996).
Im intrinsischen Gerinnungssystem kann der Gerinnungsfaktor XIII auch direkt, z.B. durch
Endotoxin oder andere Mediatoren aktiviert werden (TAPPER, 2000).
Durch die Aktivierung des Gerinnungssystems wird schließlich eine zunächst noch geringe
Menge Thrombin freigesetzt, das wiederum zur Bildung von löslichen Fibrinkomplexen
führt. Beschleunigt wird dieser Vorgang durch die zusätzliche Aktivierung von
Thrombozyten, an deren Oberfläche der Faktor VIII durch Thrombin zu Faktor XIIIa
aktiviert wird. Der Faktor VIIIa löst sich vom vWF und bindet auf der
Thrombozytenoberfläche an die Faktoren IXa und X, die nun ihrerseits zur vermehrten
Ausschüttung von Thrombin und damit zur Bildung einer deutlich größeren Mengen an
Fibrin führen. Aufgrund der steigenden Konzentration präzipitiert das Fibrin und es
entstehen Mikrothromben (BOUCHARD, 2001). Es kommt zu einem fortschreitenden
Verbrauch von Gerinnungsfaktoren und gleichzeitig zu einem Verbrauch der Gegenspieler
der Gerinnung den Fibrinolysefaktoren. Hieraus kann eine disseminierte intravasale
Gerinnung resultieren (TEN CATE, 2001; TEN CATE, 2000; LOPEZ-AGUIRRE , 1999;
MÜLLER-BERGHAUS, 1993).
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Die Thrombozyten spielen nicht nur im Rahmen der Gerinnung eine wichtige Rolle,
sondern sie sind auch in der Lage selbst Funktionen bei der Infektabwehr wahrzunehmen.
So können sie beispielsweise über direkten Kontakt oder über Brückenmoleküle wie das
Fibrinogen oder das Thrombospondin-1 an die eindringenden Keime anbinden und so zur
Bekämpfung der Eindringlinge beitragen. Bei der Bindung an Staphylococcus aureus über
Fibrinogen oder TSP-1 konnte gezeigt werden, dass es durch Ausschüttung von
sogenannten Platelet Microbicidal Proteins (PMP) zu einem gezielten Abtöten der
unerwünschten Bakterien kommt (FITZGERALD, 2006; NIEMANN 2004).
Im Verlauf einer schweren Sepsis und einer disseminierten intravasalen Gerinnung
werden die Thrombozyten maximal aktiviert, so dass es im Laufe der Zeit zu einer
zunehmenden Degranulation kommt. Sie sind dabei zunehmend erschöpft, können im
Laufe der Zeit kaum noch auf externe Stimmuli reagieren und werden zunehmend
abgebaut. Dieses Phänomen läßt sich an sinkenden Thrombozytenzahlen im Verlauf der
Sepsis und an der im späteren Verlauf geringer werdenden in vitro untersuchten
Aktivierbarkeit der Thrombozyten nachvollziehen.
Endotheliale Reaktionen
Die durch die proinflammatorische Reaktion aktivierten Endothelzellen exprimieren
Adhäsionsmoleküle (z.B. intercellular adhesion molecules, vascular cell adhesion
molecules, endothelial leukocyte adhesion molecules, E-Selektin und P-Selektin), die zu
einem Anhaften (sticking) und einer weiteren Aktivierung von Leukozyten führen. Die
Leukozyten sezernieren zytotoxische Substanzen, die sowohl zur Schädigung von z.B.
Bakterien als auch zur Schädigung der Endothelzellen selbst führen (LEMAOUT, 2006).
Intravasale Flüssigkeit kann durch das entstehende Kapillarleck ins Interstitium austreten
und so zu einem intravasalen Volumenmangel führen. Durch die Schädigung des
Endothels kommt es außerdem zur Freisetzung der subendothelialen Matrix und damit
auch zur Freisetzung zahlreicher, den inflammatorischen Prozeß unterhaltender
Mediatoren. An das freiliegende Subendothel können u.a. aktivierte Thrombozyten
anbinden.
Antiinflammatorische Reaktion
Nach dem proinflammatorischen und meist hyperdynamen Beginn der Sepsis entsteht im
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Körper auch eine antiinflammatorische Antwort. Durch die Ausschüttung der zahlreichen
Mediatoren kommt es auch zu Bildung von zahlreichen antiinflammatorischen Substanzen
(vgl. Tab. 2.3.). Des weiteren inhibieren einige proinflammatorische Mediatoren ihre
eigene Synthese und es kann zum Überwiegen der antiinflammatorischen Reaktion
kommen. In dieser Phase der so geschwächten Immunabwehr ist der Körper für
Sekundärinfektionen empfindlich, die einen Teil der Spätletalität der Sepsis zur Folge
haben. Die Zeitspanne der starken antiinflammatorischen Reaktion wird von Bone als
„Compensatory Anti-inflammatory Response Syndrom“ (CARS) bezeichnet. Das
gleichzeitige Vorliegen von SIRS und CARS bezeichnet er als „Mixed Antagonistic
Reponse Syndrom“(MARS). Beim Überwiegen des SIRS mit seinen negativen, klinischen
Konsequenzen definitiert er den Begriff „CHAOS“ (Cardiovascular shock, Homeostasis,
Apoptosis, Organ dysfunction und Immunsuppression) um das Vollbild der Sepsis und des
drohenden MOV zu beschreiben (BONE, 1997).
Proinflammatorische Mediatoren Antiinflammatorische Mediatoren
TNF-α
Komplementkomponenten
Il 1,2,6,8
γ-Interferon
Arachidonsäuremetabolite
Platelet activating factor
Bradykinin
Freie Sauerstoffradikale
IL 4, 10,11, 12, 13
STNF-α-Rezeptoren
Il-1-Rezeptorantagonist
Tab. 2.3. Beispiele von inflammatorischen und antiinflammatorischen Mediatoren
2.1.3. Multiorganversagen (MOV)
Entwickelt sich das Vollbild einer Sepsis, so droht das Multiorganversagen. Dem MOV
geht in aller Regel zunächst eine Organdysfunktion voraus (NATANSON, 1997). Es
können 3 Stadien des MOV unterschieden  werden (SCHLAG, 1993):
1.  Organe im Schock:
      Durch verschiedene Mechanismen, wie u.a. ein Volumenmangel, kommt es zu
      einem Perfusionsdefizit in den einzelnen Organen. Hält dieses Stadium nicht zu
      lange an, entstehen noch keine Langzeitschäden und das Organ kann sich
      vollständig regenerieren.
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2.  Organdysfunktion:
      Hält das Perfusionsdefizit länger an, kommt es u.a. durch den intrazellulären
      Sauerstoffmangel zu Zellödemen und die Zellen können ihre Funktion nicht
      ausreichend aufrecht erhalten. Das Multiorgandysfunktionssyndrom liegt vor.
3.  Organversagen:
      Das anhaltende Perfusionsdefizit führt zu einer unweigerlichen Schädigung des
      Organs und schließlich zum vollständigen Funktionsverlust.
Die Prognose des Multiorganversagens ist dabei direkt von der Anzahl der betroffenen
Organe abhängig. Versagt ein Organ länger als 24 Stunden so liegt die Mortalität bei etwa
40%. Beim Versagen von zwei Organen über einen Zeitraum von mindestens 24 Stunden
erreicht die Mortalität bereits 60%. Versagen drei Organe länger als drei Tage so steigt die
Mortalität bereits auf etwa 98%  (KNAUS, 1985).
2.1.4. Klinik
Im Endothel wird durch die zahlreichen proinflammatorischen Mediatoren die NO-
Synthetase stimmuliert, was durch die ausgeprägte NO-Bildung zu einer Vasodilatation
führt. Durch den Flüssigkeitsverlust ins Interstitium und die NO-Bildung resultiert eine
ausgeprägte arterielle Hypotonie (LANDRY,  2001; HINDER, 1999; BONE, 1998).
Ein weiteres Symptom der Sepsis ist die entstehende Kardiomyopathie. Man vermutet,
dass diese ebenfalls durch die zahlreichen Mediatoren verursacht wird. Nach einer 2006
veröffentlichten Studie wird dabei der Komplementkomponente C5a eine entscheidende
Rolle zugeschrieben (NIEDERBICHLER, 2006). Andere klinische Probleme, die mit einer
Sepsis einher gehen können, deren Pathogenese aber noch nicht eindeutig geklärt sind,
sind verschiedene endokrine Dysfunktionen, wie Nebenniereninsuffizienz und inadäquate
Sekretion von Insulin und Vasopressin.
Aus den vorstehend beschriebenen pathophysiologischen Vorgängen resultiert eine
massive Störung der körpereigenen Homöostase, es kommt zur Störung der
Organperfusion, der Mikrozirkulation und das Multiorgandysfunktionssyndrom und das
Multiorganversagen drohen (vgl. Abb. 2.1.).
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Abb. 2.1. Schematische Darstellung der Pathophysiologie (Modifiziert nach Bone 1991 und Rohr
1998)
2.1.5. Das Endotoxin
Das Endotoxin oder auch Lipopolysaccharid (LPS) genannt ist ein Bestandteil der äußeren
Membran gramnegativer Bakterien. Es besteht aus 3 verschiedenen Untereinheiten, von
denen der Lipid-A-Struktur wegen ihrer starken immunologischen Wirkung besondere
Bedeutung zukommt. Das LPS zählt zu den bislang am besten untersuchten Initiatoren
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der Sepsiskaskade. Es ist einerseits in der Lage selbständig zu einer
Endothelzellschädigung zu führen und andererseits ist es für die initiale Ausschüttung
zahlreicher Zytokine verantwortlich (LOPEZ-AGUIRRE, 1999). Aus diesem Grunde wird es
heute häufig verwendet, um im Rahmen von tierexperimentellen Studien ein SIRS
auszulösen.
Das LPS bindet im Körper an das LPS-bindende Protein (LBP). Das LBP ist etwa 60kDa
groß und wird im menschlichen Körper von Hepatozyten gebildet. Es zählt zu den Akute-
Phase-Proteinen. Durch die stabile Bindung von LPS an LBP ist dieser Komplex in der
Lage an den CD 14-Rezeptor auf myeloischen Zellen zu binden (KIRKLAND, 1993;
COUTURIER, 1991). Über eine Signaltransduktionskette u.a. über Toll-like receptor 2
kommt es zur Freisetzung von nuclear factor kappa B (NF-κB), der im Zellkern an die für
die Zytokinesynthese wichtige Promotorregion bindet (PATERSON, 2003). Diese Bindung
führt zu einer Aktivierung der Zelle, zu einer Ausschüttung proinflammatorischer Zytokine
und damit zum Beginn der Sepsiskaskade. Der membranständige CD 14-Rezeptor ist in
der Lage, nachdem ein LPS/LBP-Komplex angedockt hat, sich aus der Membran zu lösen
und ins Blut zu gelangen. Dieser Prozeß wird auch als „shedding“ bezeichnet (BAZIL,
1991). Eine hohe Konzentration von proinflammatorischen Mediatoren begünstigt das
„shedding“ vermutlich und die Folge ist eine „Downregulation“ des LPS-Rezeptors. Auch
das Phänomen der LPS-Toleranz nach mehrfacher LPS-Exposition wird auf eine
Rezeptor-Down-Regulierung zurückgeführt.
2.1.5. SIRS-Modell des chronisch endotoxämischen Schafes
Für diese Studie wurde das Schaf als Sepsis- bzw. SIRS-Modell gewählt. Bei dem Modell
des septischen Schafes durch kontinuierliche Endotoxininfusion handelt es sich um ein
bereits lange etabliertes System, das bereits 1983 durch Traber erstmalig beschrieben
wurde (TRABER, 1983).
Insbesondere in Studien, in denen pulmonalvenöse Parameter gemessen werden, werden
Schafe als Versuchtiere eingesetzt, da sich Blut- und Lymphflüsse in der Sepsis
besonders gut darstellen lassen (DEITCH, 1998; FREISE, 2001; PARKER, 2001). Die
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anatomischen Größenverhältnisse zwischen Schafen und Menschen sind so ähnlich
beschaffen, daß z.B. medizinische Geräte wie Venenkatheder etc. aus der Humanmedizin
für das Schafmodell übernommen werden können und auch das Monitoring wie beim
Menschen durchgeführt werden kann.
Die Schafe reagieren auf die kontinuierliche Endotoxininfusion wie der Mensch mit einem
hyperdynamen, hypotonen Kreislauf, wobei ähnliche Dosen Endotoxin notwendig sind
(BONE, 1998; WESTPHAL, 2002; TRABER, 1988; PITTET, 1991).
2.2. Thrombospondin-1
2.2.1. Struktur und Aufbau des TSP-1
Zur Gruppe der Thrombospondine gehört das in unserer Studie als potentielles
Therapeutikum verwendete Thrombospondin-1 (TSP-1). Es sind heute insgesamt 5
verschiedene Thrombospondine bekannt, wobei das TSP-1 und das TSP-2 zur Gruppe A
und TSP-3, TSP-4 und COMP (Cartilage oligomeric matrix protein), welches auch als
TSP-5 bezeichnet wird, zur Gruppe B zusammengefaßt werden (ADAMS, 2001). Bei TSP-
1 und TSP-2 handelt es sich um im Aufbau sehr ähnliche Homotrimere. Das TSP-1 ist ein
saures Glykoprotein mit einem Molekulargewicht von insgesamt 420-450 kDa. Jedes der
drei identischen Untereinheiten hat ein Gewicht von etwa 142-150 kDa. Die Gruppe B
zeichnet sich im Vergleich zur Gruppe A dadurch aus, daß sie aus isomeren Pentameren
besteht, von denen jede Untereinheit nur etwa 100 kDa ausmacht.
Das TSP-1-Monomer besteht aus verschiedenen Abschnitten (vgl. Abb. 2.2.), die die
sogenannten Domänen enthalten. Am N-terminalen Ende findet sich zunächst die durch
ihre Affinität zum Heparin gekennzeichnete heparinbindende Domäne, die neben der
Heparinbindungsstelle auch Rezeptoren für Fibrinogen, Integrin α3β1 , LDL-Rezeptoren und
Decorin enthält. Die heparinbindende Domäne ist über eine Oligomerisationsdomäne mit
der Prokollagendomäne verbunden. Die Oligomerisationsdomäne schafft im Fall des TSP-
1 über Disulfidbrücken die Verbindung zu zwei weiteren TSP-1-Monomeren, so dass sich
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ein Trimer identischer Untereinheiten ergibt. Die folgende Prokollagendomäne ist dabei
zusätzlich von entscheidender Bedeutung für eine stabile Oligomerisation des
Thrombospondins. Die anschließende properdinähnliche Domäne ist durch 3 jeweils
identische Unterabschnitte gekennzeichnet und wird aus diesem Grund auch als type-1-
repeats oder „Thrombospondin-typische repeats (TSR)“ bezeichnet. Es können hier unter
anderem Bindungsstellen für Fibronectin, CD 36, HSPG, β1-Integrine, Kollagen 5,
Plasminogen und Fibrinogen gefunden werden. Den type-1-repeats folgen die typ-2-
repeats, die auch als EGF-Domäne bezeichnet werden. Die folgende Calcium-bindende
Domäne,  die auch als type-3-repeats bezeichnet wird, enthält neben den wichtigen
Bindungsstellen für Ca2+ auch Rezeptoren für αvβ3-Integrine und αIIbβ3-Integrine
(GPIIb/IIIa). Die Bindung von Ca2+-Ionen kann dabei ein eine Konformationsänderung im
TSP-Molekül verursachen und damit auch die Funktion des Moleküls verändern. Das über
Disulfidbrücken verbundene C-terminale Ende des TSP-Monomeres enthält eine
Bindungsstelle für CD 47, das sogenannte Integrin-assoziierte-Protein (IAP).
Abb. 2.2. Aufbau und Domänen eines TSP-1-Monomeres  (modifiziert nach Lawler).  Abkürzungen:
OD= Oligomerisationsdomäne, PC= Prokollagenähnliche Domäne.
Das Thrombospondin-1 kann durch verschiedene Proteasen in unterschiedliche große
Peptidfragmente gespalten werden. Wird das Thrombospondin-1 am N-terminalen Ende
z.B. durch Thrombin, Trypsin oder Plasmin gespalten, so entsteht jeweils ein 25kDa
großes Fragment, welches die Heparin-bindende Domäme enthält. Trypsin ist außerdem
in der Lage in Abwesenheit von Ca2+  am C-terminalen Ende ein 47kDa großes Fragment
abzuspalten, während Chymotrypsin das TSP-1 so spaltet, dass ein 70kDa großes
Mittelfragment entsteht (LAWLER, 1985).
Heparin-   OD   Prokollagen   type-1-            type-2-            type-3-
bindende            ähnliche        repeats           repeats            repeats
Domäne             Domäne
H2-  1  1  1 2 2 2 3PC -COOH
Schrifttum                                                                                                                           15
2.2.2. Funktionen des TSP-1
Man glaubte zunächst, daß das TSP-1 ein ausschließlich in Thrombozyten synthetisiertes
Protein ist. In den vergangenen Jahren konnte jedoch bewiesen werden, daß TSP-1 in
vielen verschiedenen Zellen produziert wird, dazu zählen z.b. Leukozyten (Monozyten und
PMNL), glatte Muskelzellen, Fibroblasten und Endothelzellen.
Bei der Aktivierung von Thrombozyten wird der Inhalt der α-Granula durch Exozytose
ausgeschüttet. Etwa ein Viertel der ausgeschütteten Proteine wird dabei vom
Thrombospondin-1 ausgemacht (KEHREL, 1996). In diesem Zusammenhang kann das
Thrombospondin-1 als Marker für die Thrombozytenaktivierung dienen, da ein Teil des
TSP-1 aktivierungsabhängig auf die Plättchenoberfläche zurückbindet. In vielen
verschiedenen Studien konnte gezeigt werden, daß das Thrombospondin-1 ein
multifunktionelles Protein ist. Neben der Bindungsmöglichkeit an Thrombozyten ist TSP-1
in der Lage, an die Oberfläche von z.B. Leukozyten und Erythrozyten zu binden
(SANTORO, 1987). Es vermittelt also verschiedene Zell-Zell-Kontakte. TSP-1 vermittelt
bei großem Scherstress die Bindung von Thrombozyten an das Subendothel (Jurk, 2003)
und kann somit auch Zellbindungen zur extrazellulären Matrix vermitteln. Weiterhin ist es
ein wichtiger Mediator in der Angiogenese, Metastasierung maligner Tumore,
Wundheilung und Hämostase (ROBERTS 1996; TUSZYNSKI, 1996; VOLPERT, 2002).
Die Heparin-bindende Domäne spielt eine entscheidende Bedeutung bei der
Zellanhaftung, der Zellsprossung und der Migration von Zellen. Es können hier unter
anderem Bindungen mit dem Endothel oder Tumorzellen eingegangen werden. Bei der
Bindung an glatte Muskelzellen kann das TSP-1 die Proliferation der glatten Muskelzellen
beeinflussen (CHEN, 1999). Die Ca2+-abhängige Bindung an Granulozyten, die ebenfalls
in den type-3-repeats möglich ist, kann über einen G-Protein gekoppelten Mechanismus
die Adhäsion und Chemotaxis der Granulozyten beeinflussen. Die Heparin-bindende
Domäne ist außerdem in der Lage Zellkontakte zu unterbrechen oder die Endozytose von
TSP-1 einzuleiten. Die Fähigkeit Fibrinogen zu binden, die auch in den type-1-repeats zu
finden ist, spielt eine wichtige Rolle bei den Interaktionen mit der extrazellulären Matrix
oder den Thromboyzten. Rezeptoren für diese genannten Funktionen sind unter anderem
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HSPG, Sulfatide, LDL-Rezeptoren, α3β1-Integrine oder Syndekan-1
(CHANDRASEKARAN, 2000).
Der Prokollagen-Domäne werden angioinhibitorische Funktionen über einen bFGF
vermittelten Prozeß zugeschrieben, der möglicherweise zu einer Hemmung der
notwendigen Kollagensynthese führt.
Der Bereich der type-1-repeats enthält wichtige Funktionen bei der Antiangiogenese
(Iruela-Arispe, 1999). Weiterhin kann die Zellapoptose von hier aus eingeleitet werden,
das Neuritenwachstum beeinflußt werden, Zellkontakte hergestellt werden und es können
Bindungen mit zahlreichen anderen Proteinen eingegangen werden. Wesentliche
Funktionen sind außerdem die Aktivierung von TGF-β, auf die noch genauer eingegangen
wird und die Regulierung verschiedener Matrix-Metalloproteinasen.
Die Funktion der Metalloproteinase ADAMTS-13 (a disintegrin-like and metalloproteinase
with thrombospondin type 1 motif) wurde dabei bereits genauer untersucht. Bindet TSP-1
an zirkulierende vWF-Multimere an, so kann durch Reduktion der Disulfidbrücken die
Größe der vWF-Multimere reduziert werden (XIE, 2001). Neben dem TSP-1 kann aber
auch  ADAMTS-13 die Größe der vWF reduzieren. Man vermutet ferner, dass das TSP-1
das ADAMTS-13 kompetitiv hemmen kann, da bei vollständigem Fehlen von TSP-1 noch
kleinere vWF-Multimere auftraten. Auf diese Weise ist TSP-1 in der Lage zusätzlichen
Einfluß auf die Plättchenaggregation und die Thrombusformation auszuüben. ADAMTS-13
selbst scheint außerdem eine relevante antithrombotische Funktion am Endothel zu
haben, deren Mechanismus noch nicht vollständig geklärt ist (TAO, 2005; BONNEFOY,
2006; PIMANDA, 2004; CHAUHAN, 2006). Zu den bislang bekannten Rezeptoren im
Bereich der type-1-repeats zählen unter anderem CD 36, HSPG und β1-Integrine.
Die type-2-repeats sind relevant für die Strukturerhaltung des TSP-1-Multimers und
verleihen ihm eine gewisse Resistenz gegenüber Proteolyse. Das Protein ist auch in
diesem Bereich in der Lage eine Reihe verschiedener Bindungen einzugehen, zu denen
unter anderem die Bindung an Ca2+ zählt.
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Wie auch im Bereich der type-2-repeats, können Ca2+-Ionen auch im Bereich der type-3-
repeats gebunden werden. Es gibt hier zahlreiche β-Integrine (z.B. β3-Integrine für
GPIIb/IIIa und Vitronektin) als Rezeptoren, die eine Funktion bei der Adhäsion
verschiedener Zellen spielen. Die Bindungsmöglichkeit von Granulozyten in diesem
Bereich wurde bereits erwähnt.
Interaktionen am Carboxyterminus des TSP-1-Monomeres werden im Wesentlichen über
den Rezeptor CD 47 gesteuert, der in der Lage ist, den Aktivierungszustand von
Integrinen zu verändern. Es wird von hier aus Einfluß auf Zelladhäsion, Zellstimmulation
und Chemotaxis genommen. Weiterhin kann die Plättchenaggregation beeinflußt werden
und eine proangiogene und proapototische Wirkung ausgeübt werden.
TSP-1 defiziente Mäuse enthalten weniger und kleinere Blutgefäße als normal entwickelte
Mäuse. Des weiteren fällt auf, dass sie bereits in den ersten Lebenswochen disseminierte
Entzündungsherde mit eingewanderten Granulozyten und Monozyten insbesondere in den
Lungen, aber auch im Pankreas aufweisen (LAWLER, 1998; CRAWFORD, 1998). Da
diese bzw. sehr ähnliche Symptome auch bei TGF-β defizienten Mäusen zu finden sind,
liegt eine Verbindung zwischen TSP-1 und TGF-β nahe. Murphy-Ullrich und Poczatek
konnten im Jahr 2000 beweisen, dass ruhendes TGF-β durch TSP-1 aktiviert werden
kann, so dass man annehmen kann, dass die Ursache der Entzündungen in einer
fehlenden Funktion des TGF-β begründet liegt  (MURPHY-ULLRICH, 2000). Werden TSP-
1 defiziente Mäuse mit einem KRFK-Peptid, einer spezifischen Domäne für TGF-β im
TSP-1-Molekül, behandelt, so führte dies zu einer Verringerung der entzündlichen
Veränderungen in der Lunge. Ferner konnte gezeigt werden, dass das TSP-1 zwar in der
Lage ist, das TGF-β in Makrophagen und Endothelzellen ausreichend  zu aktivieren, nicht
jedoch das thrombozytäre TGF-β. Das TSP-1 scheint also einen wichtigen
immunmodulatorischen Einfluß zu haben, indem es das antiinflammatorisch wirkende
TGF-β aktiviert. Es konnte gezeigt werden, dass Patienten mit schweren Verbrennungen
und niedrigen TGF-β-Spiegeln häufiger an einer Sepsis bzw einem SIRS verstarben als
vergleichbare  Patienten mit normalen TGF-β-Spiegeln (YEH, 2002; LAWLER, 2000). Es
zeigt sich hier also, dass das TSP-1 in der Lage ist das Immunsystem zu modulieren und
einen wichtigen Beitrag zur Infektabwehr zu leisten.
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Die Freisetzung des TSP-1 aus den Thrombozyten nach Stimmulation durch Thrombin
führte initial zur Beschreibung des TSP-1 als Thrombin-sensitives Protein (TSP). Zwischen
den Thrombozyten und dem von ihnen sezernierten TSP-1 besteht eine funktionelle
Verbindung, welche im Folgenden kurz beschrieben werden soll. Das TSP-1 kann auf
direktem Wege über zahlreiche Rezeptoren direkt an den Thrombozyten anbinden. Zu
diesen Rezeptoren zählen der Kollagenrezeptor CD 36 (GP IV), αvβ3-Integrine und αIIbβ3-
Integrine (GPIIb/IIIa). Am C-terminalen Ende des TSP-1 kann das TSP-1 an das Integrin-
assoziierte Protein (CD 47/IAP) anbinden, was zu einer Aktivierung von αIIbβ3-Integrinen
führt. Die Bindung des TSP-1 an CD 47 spielt eine besondere Rolle bei der Anbindung des
Thrombozyten bei niedrigen Scherkräften an entzündlich verändertes Gefäßendothel
herzustellen. Ebenfalls am C-terminalen Ende wird das Vorhandensein eines weiteren
Rezeptors postuliert, der bei der Bindung an Thrombozyten zu einer starken Aktivierung
führte. Der Rezeptor konnte bislang jedoch noch nicht eindeutig identifiziert werden.
Neben diesen direkten Verbindungen zu den Thrombozyten ist TSP-1 auch in der Lage als
Brückenmolekül zu fungieren und indirekt eine Verbindung zwischen zwei oder mehr
Thrombozyten herzustellen. Die Bindung an oberflächengebundenes Fibrinogen kann zu
einer Vernetzung mehreren Thrombozyten mit dem TSP-1 als Brückenmolekül dienen. Auf
diese Weise wird die Thrombozyten-Aggregation erheblich verstärkt. Die Interaktionen
zwischen Fibrinogen, Thrombozyten und TSP-1 wurden im Rahmen dieser Untersuchung
genauer betrachtet. Neben dem Fibrinogen kann auch über das Fibronectin eine indirekte
Verbindung von Thrombozyt zu Thrombozyt hergestellt werden.
Oberflächengebundenes TSP-1 kann außerdem mit anderen gebundenen TSP-1-
Molekülen eine Verbindung eingehen, was zu einer weiteren Vernetzung oder zu
Interaktionen von Zellen führen kann. Die Ca2+-abhängige Bindung vom TSP-1 an
Thrombozyten ist nicht zuletzt auch vom Aktivierungszustand des Thrombozyten
abhängig, was zur Untersuchung des Aktivierungszustandes des Thrombozyten genutzt
werden kann (KEHREL, 1996).
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2.3. Thrombozyten
Thrombozyten (Blutplättchen) sind wichtiger Bestandteil der Hämostase, sie spielen aber
auch eine wichtige Rolle in der innaten Immunnabwehr, bei der Wundheilung und der
hämatogenen Aussaat von Tumoren (KEHREL, 2003; KEHREL, 2004; Jurk, 2005; Jurk,
2008). Gebildet werden die ca. 1-3µm großen, ca. 10pg schweren, diskoiden Blutplättchen
durch Abschnürungen aus Megakaryozyten im Knochenmark. Obwohl sie keinen Zellkern
besitzen, sind sie aufgrund ihres Gehaltes an m-RNA in sehr begrenztem Maße zur
Proteinbiosynthese befähigt (GAWAZ, 1999). Nach einer mittleren Überlebenszeit im
gesunden Menschen von etwa 8-10 Tagen werden die alten Plättchen im
retikuloendothelialen System der Milz, Lunge und der Leber durch Makrophagen
abgebaut. Im Blut zirkulieren normalerweise zwischen 150.000 und 400.000
Thrombozyten/µl, wobei die Normwerte für Schafe zwischen 250.000 und 750.000/µl
liegen. Ca. ein Drittel der Gesamtthrombozytenmenge ist in der Milz gespeichert und
befindet sich in permanentem Austausch mit den zirkulierenden Thrombozyten.
2.3.1. Morphologie der Thrombozyten
Nichtaktivierte Thrombozyten zirkulieren normalerweise in ihrer diskoiden Form durch das
Blut. Wird ein Thrombozyt durch Thrombin stimmuliert, so ändert sich seine Form und er
bildet innerhalb von Sekunden Pseudopodien aus. Dieser Formwandel wird auch als
shape change bezeichnet. Die Zellmembran der Plättchen besteht aus einer klassischen
Lipiddoppelschicht in der auf der Außenseite die Glykokalix integriert ist. Die Glykokalix
enthält viele verschiedene wichtige Rezeptoren die z.B. Kollagen und den von-Willebrand-
Faktor binden, die aber auch für Interaktionen mit Leukozyten verantwortlich sind
(Periphere Zone).
Das Zytoskelett, daß unter anderem aus Aktin- und Myosinfilamenten besteht, gliedert sich
in ein submembranäres und ein kontraktiles Zytoskelett. Ersteres ist vor allem für die
Aufrechterhaltung der diskoiden Form verantwortlich und das zweite für die
Strukturveränderungen bei Aktivierung (Strukturelle Zone)(FOX, 1993).
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Das Zytoplasma der Thrombozyten enthält unter anderem Mitochondrien, Mikrotubuli,
Glykogen, Lysosomen und zwei verschiedene charakteristische Speichergranula, die α-
Granula und die dichten Körperchen (dense bodies) (Zone der Organellen).
In den α-Granula, die ca. 15% des Gesamtvolumens ausmachen, finden sich vorwiegend
Adhäsionsmoleküle wie Fibrinogen, Thrombospondin-1 und von Willebrand-Faktor, aber
auch Gerinnungsfaktoren wie die Faktoren V und XIII, die Fibrinolyse fördernde Faktoren
wie Plasminogen und PAI-1, Zytokine, Wachstumsfaktoren und andere Moleküle (vgl. Tab.
2.4). Sie werden von einer der Zellmembran ähnlichen Membran umgeben, die ebenfalls
den Fibrinogenrezeptor GP IIbIIIa, P-Selektin und andere Rezeptoren enthält. Bestimmte
Moleküle wie Fibrinogen können durch die Thrombozyten mittels Endozytose aus dem
Plasma aufgenommen werden und zur Speicherung in die α-Granula aufgenommen
werden. Kommt es zur Aktivierung der Thrombozyten verschmelzen die α-Granula mit der
Zellmembran und geben ihre Inhaltsstoffe (vgl. Tabelle 2.4) an die Umgebung ab.
Die dense bodies sind ebenfalls von einer der Zellmembran ähnlichen Membran umgeben.
Ein Thrombozyt enthält ca 5-6 dense bodies, was etwa 1% seines Gesamtvolumens
ausmacht. Wegen des hohen Serotoningehaltes werden sie auch als Serotoniengranula
bezeichnet. An weiteren Inhaltstoffen finden sich ADP, ATP, Kalzium und anorganisches
Phosphat. Wie bei den α-Granula verschmelzen auch die Membranen der dense bodies
bei Aktivierung mit der Zellmembran und geben ihre Inhaltsstoffe ab. Dem freigesetzten
Serotonin wird eine Rolle bei der lokalen Vasokonstriktion zugeschrieben und das ADP
führt zum Formwandel und zur Aggregation der Thrombozyten (MORGENSTERN,1999).
Die Lysosomen sind wichtig für die intrazelluläre Verdauung. Sie enthalten Hydrolasen,
Phosphatasen, Galaktosidasen, Elastasen, Kollagenasen, Proteasen und andere Enzyme
(vgl. Tab.2.4.).
Im Ruhezustand bildet die Zellmembran des Thrombozyten Einstülpungen ins Zellinnere.
Wird der Thrombozyt aktiviert, ändert sich seine Form und die Zellmembraneinstülpungen,
das sogenannte „offene kanalikuläre Membransystem“ (OCS), dient dann als
Reservemembran für die nun vergrößerte Oberfläche des Thrombozyten. Neben dem
OCS existiert außerdem ein geschlossenes Kanalsystem (dense tubular system, DTS),
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dem eine regulatorische Funktion bei der Thrombozytenreaktion zugesprochen wird und
das ein Abkömmling des endoplasmatischen Retikulums der Megakaryozyten ist. Das
DTS enthält die für die Aktivierung wichtigen freien Ca2+-Ionen (Zone der
Membransysteme) (MORGENSTERN, 1999).
α-Granula dense bodies Lysosomen
Enzyme
-α1-Antitrypsin
-α2-Makroglobulin
-α2-Antiplasmin
-C1-Esteraseinhibitor
Adhäsive Proteine
-Fibrinogen
-Fibronektin
-vWF
-TSP-1
-Vitronektin
-GPIIb/IIIa
-Multimerin
-Immunglobuline
-ATP
-ADP
-Kalzium
-Serotonin
-Phosphat
-Guaninnukleotide
-α-Arabinoside
-α-Galaktosidase
-α-Glucuronidase
-Elastase
-Kollagenase
-Kathepsin
-n-Acetyl-
 glukosaminidase
Zytokine/  Wachstumsfaktoren
-Platelet-derived- growth-factor
-Epidermal growth factor-β
-Endothelial cell growth factor
-Interleukin 1
-CD40-Ligand
-Plättchenfaktor 4
-ß-Thromboglobulin
-Transforming growth factor-β
-RANTES
-NAP-2
-ENA 78
Koagulationsfaktoren
-HMWK
-Plasminogen
-PAI-1
-Faktor V
-Faktor IX
-Faktor XIII
-Fibrinogen
-Protein S
Tab. 2.4. Inhaltsstoffe der α-Granula, dens bodies und Lysosomen
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2.3.2. Thrombozyten in der Hämostase
Die Thrombozyten erfüllen eine ganze Reihe von Aufgaben in der Hämostase. Es handelt
sich dabei um sehr komplexe Vorgänge, die jeweils miteinander verküpft sind. Der
Einfachheit halber werden die einzelnen Vorgänge getrennt voneinander erörtert.
Adhäsionsprozesse
Wird bei einer Verletzung der Gefäßwand die subendotheliale Matrix freigelegt,  so kann
diese nichtaktivierte Thrombozyten über Adhäsionproteine einfangen und binden (primäre
Adhäsion). Die Bindung von bereits aktivierten Thrombozyten an das Subendothel wird als
sekundäre Adhäsion bezeichnet.
Schwimmt ein Thrombozyt in Gegenwart hoher Scherkräfte an einer Endothelschädigung
vorbei, so wird er initial von kollagenimmobilisiertem von-Willebrand-Faktor eingefangen
und über den Glykoprotein-Ib/V/IX-Komplex an das Subendothel  gebunden
(Kontaktphase)(CLEMETSON, 1995). Die Multimere des vWF sind dabei in der Lage über
ein Rezeptor-Cross-linking eine Aktivierung des Plättchens zu bewirken. Patienten mit
Defizienz oder Defekt des von-Willebrand-Faktors oder des Rezeptorkomplexes leiden
unter einer Blutungsneigung (von-Willebrand-Jürgens- Syndrom, Bernard-Soulier-
Syndrom).
Bei niedriger Flussgeschwindigkeit und nur geringen Scherkräften sind Plättchen aber
auch in der Lage über das a2ß1-Integrin (GP Ia/IIa) direkt an Kollagenfasern zu binden und
somit auch eine direkte Aktivierung des Plättchens auszulösen (KEHREL, 1999; MOROI,
1996).
Neben den bereits genannten Rezeptoren spielen noch weitere Intergrinrezeptoren eine
Rolle bei der Stabilisierung der Bindung. Beispiele sind der Kollagenrezeptor CD 36 (GP
IV), der als wichtigster Signalübertragungsrezeptor gilt, sowie Rezeptoren für Fibronektin
und Laminin (Phase der Stabilisierung)( KEHREL, 1998). Durch die ausgelöste Aktivierung
wird auch der GP IIb/IIIa-Komplex aktiviert, der sowohl der Bindung von Fibrinogen, vWF,
Fibronektin, TSP und Vitronektin dient und damit für die Vernetzung der Plättchen und die
Clotstabilität essentiell ist (LIU,1997). Fibrinogen dient dabei als Brücke zwischen den GP
Schrifttum                                                                                                                           23
IIb/IIIa-Komplexen zweier benachbarter Plättchen. Eine weitere Funktion des GP IIb/IIIa-
Komplexes ist, die Befähigung der Plättchen direkt an das Subendothel zu binden
(KEHREL, 2003; PARISE, 1999)
Aktivierungsprozesse und Aggregation
Die Aktivierung der Thrombozyten erfolgt über verschiedene Wege, wobei neben
biochemischen auch mechanische Aktivatoren eine Rolle spielen. Zu den wichtigsten und
potentesten Aktivatoren zählen immobilisiertes Fibrinogen und immobilisierter vWF, sowie
hoher Scherstreß, was in der Pathogenese der Arteriosklerose eine entscheidende Rolle
spielt. Weitere Aktivatoren sind u.a. ADP, Thrombin, Adrenalin, Serotonin, Kollagen,
Thromboxan A2 und Streptokinase. Durch quervernetzte Rezeptoren an der
Plättchenoberfläche gelangen Signale zunächst über verschiedene Stoffwechselwege in
die Zelle hinein (outside-in-signalling), bevor es über ein inside-out-signalling zu
Veränderungen in der Plättchenmembran selbst kommt. Die Aktivierung des GP IIb/IIIa-
Rezeptors ist eine der Folgen (SHATTIL, 1994).
Als weitere Folgen der Aktivierung verändern die Thrombozyten ihre normale diskoide
Gestalt in eine sphärische Form (shape change). Dieser Prozeß wird durch Kontraktionen
von Mikrofilamenten verursacht und beinhaltet eine Änderung in der Anordnung der
Mikrotubuli. Dem Zusammenbau und der Interaktion von Aktinfilamenten folgt die
Ausbildung dendritischer, pseudopodienartiger Zellausläufer, wodurch die Plättchen zum
Ausbreiten (spreading) befähigt werden (COLMAN, 1994; FOX, 1993). Während des
shape change kommt es zur Exozytose der Inhaltsstoffe der thrombozytären α-Granula,
dense bodies und Lysosomen (siehe Tabelle 1.1), die ihre, die Aktivierung und
Rekrutierung anderer Thrombozyten unterhaltenden Inhaltsstoffe an die Umgebung
abgeben.
Die α-Granula enthalten in ihrer Membran P-Selektin, ein Transmembranprotein, welches
durch die Verschmelzung der Membranen bei der Exozytose auf die Plättchenoberfläche
gelangt. Der Nachweis des P-Selektin kann somit als Beleg für die Aktivierung der
Plättchen dienen. Neutrophile Granulozyten und Monozyten besitzen die Fähigkeit, über
P-Selektin an die Plättchen zu binden. Hierdurch können sie über ein mit Plättchen
bedecktes Subendothel rollen (ANDRE, 2004; NASH, 2004).
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Durch die Sekretion der Granula werden vorbeischwimmende Thrombozyten aktiviert und
ihr GP IIb/IIIa-Komplex wird in die Lage versetzt nun auch lösliche Liganden zu binden.
Die Bindung löslichen oder immobilisieren Fibrinogens führt im Rezeptor zu einer
Konformationsänderung, die die Verbindung stabilisiert und bei der Aggregation mit
anderen Thrombozyten einen stabilen Clot erzeugt (Jurk, 2005; Jurk, 2005).
    a)                                                                         b)
Abb. 2.3. Elektronenmikroskopische Darstellung  ruhender (a) und aktivierter (b) Thrombozyten (B.
                Kehrel, Münster)
Signaltransduktion
Die Bindung von Liganden an Rezeptoren auf der Plättchenoberfläche und ihre
Quervernetzung führt zur Bildung und Freisetzung verschiedener intrazellulärer
Messenger wie Ca2+, DAG, IP3, Thromboxan A2, cAMP und cGMP (vgl. Abb. 2.4.).
Zu den Rezeptoren, die über GTP-bindende Proteine gekoppelt sind, zählen die
Rezeptoren für ADP, Thromboxan A2, Adrenalin, Serotonin und Thrombin. Die GTP-
bindenden Proteine sind ihrerseits in der Lage die Phospholipase C zu aktivieren, die die
Hydrolyse von Phosphatidylinositolbiphosphat (PIP2) zu Inositoltriphosphat (IP3) und
Diacylglycerin (DAG) katalysiert. IP3 führt zur Freisetzung von Ca
2+ aus dem dense tubular
system, was die intrazelluläre Ca2+-Konzentration stark erhöht. Überschreitet das Ca2+
einen bestimmten Schwellenwert, so kommt es einerseits zum shape change und zur
Ausbildung der Pseudopodien und andererseits wird durch das Ca2+ die Phospholipase A2
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aktiviert, die wiederum Arachidosäure aus den Membranphospholipiden der
Plättchenmembran freisetzen. Aus der Arachidonsäure wird durch die Cyclooxygenase
und die Thromboxansynthase der starke Plättchenagonist Thromboxan A2 gebildet.
Thromboxan kann über den entsprechenden Rezeptor zur Sekretion der Granula führen
und gleichzeitig vasokonstriktiv wirken (BRASS, 1993; BRASS, 1999; BRASS, 2003). Das
DAG aktiviert die Proteinkinase C, die für die Phosphorylierung von Signalproteinen und
Rezeptoren zuständig ist und so zur Sekretion der Granula und zur Aktivierung des
Glykoproteins IIb/IIIa führt  (GAWAZ, 1999).
Abb.2.4. Thrombozytenrezeptoren und intrazelluläre Signaltransduktion (modifiziert nach Colman
1994). Abkürzungen: AA: Arachidonsäure, AC: Adenylatzyklase; ADP: Adenosindiphosphat, cAMP:
zyklisches Adenosinmonophosphat, ATP: Adenosintriphosphat, TG: Beta-Thromboglobulin, COX:
Zyclooxygenase, DAG: Diazylglyzerid, DTS: dichtes tubuläres System, GP: Glykoprotein, IP3:
Inositol-1,4,5-triphosphat, PAF: Plättchenaktivierender Faktor, PDGF: Platelet-Dirived Groth Factor,
PDE: Phosphodiesterase, Prostaglandin, PIP2: Phosphatidylinositol-4,5-biphosphat, PKC:
Proteinkinase C, PLA/PLC: Phospholipase A/C, TK: Thrombokinase, TSP: Thrombospondin, TS:
Thromboxansynthase, TXA: Thromboxan A, vWF: von Willebrand Faktor.
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Kollagen, Immunglobulinkomplexe und vWF sind Liganden, die über einen Tyrosinkinase-
abhängigen Rezeptor und über mehrere Phosphorylierungsschritte letztlich ebenfalls zur
Bildung von IP3 und DAG führen (ROBERTS, 2003; CLEMETSON, 1999; PHILLIPS
2001).
Vom ADP sind insbesondere 2 verschiedene Rezeptoren von Bedeutung. Der P2Y1-
Rezeptor führt über IP3-Bildung zur Kalziummobilisation aus den intrazellulären Speichern.
Der P2Y12-Rezeptor ist über ein G-Protein negativ an den Adenylatcyclaseweg gekoppelt.
Diese Hemmung hat eine geringere Produktion von cAMP zur Folge, was die Aktivierung
und Aggregation der Plättchen inhibiert. Neben cAMP hemmen auch cGMP und EDRF
(NO) den Stoffwechsel der Plättchen (KEHREL, 2003).
2.3.3. Thrombozyten-Adhäsionsproteine
In dieser Arbeit werden drei verschiedene Thrombozytenadhäsionsmoleküle besonders
betrachtet. Dies sind Fibrinogen, der von Willebrand-Faktor und das Thrombospondin-1.
Das Thrombospondin-1 wurde bereits im Kapitel 1.2. besonders behandelt. Im Folgenden
wird daher kurz auf die Bedeutung des von Willebrand-Faktors (vWF) und des Fibrinogens
eingegangen.
2.3.3.1. Von-Willebrand-Faktor
Der von-Willebrand-Faktor (vWF) ist ein multimeres Glykoprotein mit einem
Molekulargewicht zwischen 500 und 20.000 kDa. Es hat zahlreiche Funktionen und ist das
größte im Plasma auffindbare Protein. Der vWF wird in den α-Granula der
Megakaryozyten und in den Weibel-Palade-Körperchen der Endothelzellen gespeichert,
von wo aus er nach Aktivierung verstärkt ans Plasma abgegeben wird. Es wird zunächst
ein Prä-pro-von-Willebrand-Faktor-Monomer synthetisiert, das durch die Hilfe eines
Signalpeptids am N-terminalen Ende bis in den Golgi-Apparat transportiert wird. Hier wird
das Signalpeptid entfernt und der entstehende pro-vWF lagert sich schließlich zunächst
durch Bildung von Disulfidbrücken zu Dimeren zusammen. Das pro-Peptid wir
abgespalten und aus den Dimeren setzten sich große Multimere zusammen. Der vWF
enthält Domänen, die als A- ,B- ,C- und D-Domäne bezeichnet werden und die für die
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Bindung an andere Moleküle wichtig sind.
Der vWF hat eine Reihe wichtiger Aufgaben. Hierzu zählt, daß er im Plasma mit dem
Gerinnungsfaktor VIII eine nicht-kovalente Bindung eingeht und diesen so vor dem
proteolytischen Abbau und der Inaktivierung schützt. Der Faktor VIII wird dabei über die D-
Domäne an den vWF gebunden (KAUFMANN, 1999). Eine Aktivierung des Faktors VIII
durch z.B. Thrombin oder aktivierten Faktor X führt dabei schnell zu einer Dissoziation des
Komplexes.
Bei hohem Scherstreß ist der vWF in der Lage mit seiner A1-Domäne an das Kollagen VI
und mit der A3-Domäne an die Kollagentypen I und III in der subendotheliale Matrix zu
binden. Nachdem es so zu einer Adhäsion des vWF an das Subendothel gekommen ist,
kann der vWF nach einer Konformationsänderung mit seiner A1-Domäne am N-terminalen
Ende an das thrombozytäre GPIb binden, das Bestandteil des GPIb-IX-V-Komplex ist
(Jurk, 2005; Jurk, 2003).  Bei dieser initialen Bindung an das GP Ib kommt es zu einer
Aktivierung des Thrombozyten und damit zu einer Aktivierung des Integrin-Rezeptors GP
IIbIIIa. Das GP IIbIIIa seinerseits wird so in die Lage versetzt an die für Adhäsionproteine
typische RGD-Sequenz am C-terminalen Ende des vWF zu binden und so eine
irreversible Bindung zu schaffen. Auf diese Art kann es auch zu einer Quervernetzung von
Thrombozyten am Ort der Endothelschädigung kommen (RUGGERI, 1993; SCHMUGGE,
2003).
Im Plasma gelöster vWF ist nicht in der Lage an den GPIb-V-IX-Komplex zu binden, was
eine pathologische intravaskuläre Thrombusbildung verhindert. Es hat sich gezeigt, daß
das ursprünglich als Antibiotikum entwickelte Peptid Ristocetin A in vitro durch eine
induzierte Konformationsänderung im vWF-Molekül zu einer Bindung von vWF an den
GPIb-V-IX-Komplex führen kann. Diese Funktion wird heute diagnostisch genutzt, um die
Funktionen des vWF zu testen.
Das Fehlen oder eine Fehlfunktion des von-Willebrnad-Faktors führt in unterschiedlichem
Ausmaß zu einer Blutungsneigung, die als „von-Willebrand-Erkrankung“ bezeichnet wird
und die in zahlreiche Untergruppen differenziert wird (BUDDE, 2001).
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2.3.3.2. Fibrinogen
Das Fibrinogen ist ein in Hepatozyten synthetisiertes Glykoprotein. Es übernimmt wichtige
Aufgaben bei der Blutgerinnung, vermittelt Zell-Zell-Kontakte und wird von
Megakaryozyten und Thrombozyten aus dem Plasma aufgenommen und in den α-Granula
gespeichert. Es gehört zu den Akute-Phase-Proteinen, deren Synthese unter anderem
durch TNF-α, Il 1 und Il 6 stimuliert wird. Bei akuten Entzündungsreaktionen können
deutlich erhöhte Serumspiegel nachgewiesen werden.
Das Fibrinogen besteht aus drei verschiedenen Polypeptidketten, von denen es jeweils
zwei identische Ketten gibt. Sie werden als α-, β- und γ-Kette bezeichnet. Die α- und die β-
Kette enthalten am N-terminalen Ende die Fibrinopeptide A und B, die bei der Bildung von
Fibrin abgeschnitten werden. Aufgrund dieser beiden Fibrinopeptide werden sie auch als
Aα- und Bβ-Ketten bezeichnet. Die jeweils identischen Ketten werden durch eine
unterschiedlich große Anzahl von Disulfidbrücken zusammengehalten (vgl. Abb 2.5.).
   Abbildung 2.5. Struktur des Fibrinogenmoleküls (modifiziert nach Herrick, 1999).
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Nach der Thrombin-katalysierten Abspaltung der Fibrinopeptide kommt es zur Bildung von
Fibrinmonomeren, welche sich durch kovalente Bindungen zusammenlagern und große
Fibrinpolymere bilden. Das Fibrin ist so neben den Thrombozyten einer der
Hauptbestandteile eines Blutgerinnsels. Der Faktor XIIIa katalysiert dabei die kovalenten
Bindungen zwischen den Fibrinmonomeren (BERECZKY, 2004).
Das Fibrinogen ist das wichtigste Brückenmolekül zwischen den Thrombozyten. Nach
Aktivierung wird das Fibrinogen aus den α-Granula der Thrombozyten an die Umgebung
abgegeben und ein Teil wird aktivierungsabhängig an die Oberfläche zurückgebunden.
Der aktivierte Rezeptor GPIIbIIIa auf der Thrombozytenoberfläche bindet das Fibrinogen
und kann so unter anderem zur Vernetzung der Thrombozyten untereinander führen. An
Oberflächen gebundenes Fibrin ist in der Lage, auch ohne vorherige Rezeptoraktivierung
direkt eine Bindung mit dem GPIIbIIIa-Rezeptor einzugehen. Im Gegensatz dazu kann
lösliches Fibrinogen nicht ohne vorherige Rezeptoraktivierung an die Thrombozyten
anbinden.
Neben der Bindung an Thrombozyten kann das Fibrinogen außerdem über verschiedene
weitere Rezeptoren, wie αIIbβ3-Integrine, aVβ3-Integrine oder ICAM-1, die Interaktion und
Kommunikation zwischen andere Zellen wie Leukozyten und Endothelzellen beeinflussen
und damit eine Schlüsselfunktion bei der Rekrutierung von Leukozyten und bei
Entzündungsreaktionen übernehmen.
2.3.4. Thrombozyten-Mikropartikel
Werden Thrombozyten durch z.B. die Komplementkomponenten C5b-9, Thrombin plus
Kollagen oder hohe Scherkräfte besonders stark aktiviert, so kommt es zum Abschnüren
kleiner Membranvesikel, die als Mikropartikel bezeichnet werden (SIMS, 1988;
SAKARIASSEN,  1998, HOLME, 1997). Es handelt sich dabei um besonders kleine
Vesikel von 100nm-1µm, die bei der Durchflußzytometrie unter anderem durch ein
charakteristisches Streulicht gemessen werden können (HEIJNEN, 1999). Je höher der
prokoagulante Zustand des Thrombozyten ist, desto mehr Mikropartikel entstehen, wobei
es durch Calzium-abhängige Aktivierung von Calpain zu einer echten Abschnürung der
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Mikropartikel kommt (WIEDMER, 1990). Dieser Vorgang wird auch als “Budding”
bezeichnet.
Auf der Oberfläche der Mikropartikel befindet sich ein Prothrombinasekomplex, der zu
einer starken prokoagulatorischen Aktivität führt. Neben diesem Prothrombinasekomplex
befinden sich außerdem  Bindungsstellen auf der Oberfläche, die eine hohe Affinität zu
Faktor V und Faktor VIIIa  (GILBERT, 1991) haben. Dies fördert die prokoagulatorische
Aktivität der Mikropartikel (HOLME, 1997; SIMS, 1989). Neben ihrer prokoagulatorischen
Funktion spielen die Thrombozyten-Mikropartikel ein wichtige Rolle bei Leukozyten-
Leukozyten-, Leukozyten-Endothel- und Plättchen-Subendothel-Interaktionen (MERTEN,
1999; BARRY, 1998; BARRY, 1997; FORLOW, 2000; Jurk, 2005; Jurk, 2005).
Ihre Membran enthält unter anderem P-Selektin, was die Bindung an Monozyten
begünstigt, sowie  CD-40-Ligand, wodurch Endothelzellen aktiviert werden können. Bei
septischen Patienten oder Patienten während Bypassoperationen können signifikant
höhere Mikropartikelspiegel gemessen werden (HOLME, 1994; NIEUWLAND, 1997). Ein
Defekt bei der Bildung von Thrombozytenmikropartikeln führt zu einer deutlichen
Blutungsneigung.
2.3.5. Faktor XIII-Bindung an Thrombozyten
Der Gerinnungsfaktor XIII, der auch als Fibrin stabilisierender Faktor bezeichnet wird,
kommt im menschlichen Körper im Plasma und in Zellen des Hämatopoetischen Systems,
insbesondere in Thrombozyten, vor. Seine Hauptaufgabe besteht darin nach Aktivierung
mit Thrombin und in Anwesenheit von Ca2+-Ionen, Fibrinmonomere kovalent
querzuvernetzen und so zur Clotstabilisierung beizutragen (MUSZBEK, 1996).
Im Plasma liegt Faktor XIII als Heterotetramer aus jeweils zwei identischen Untereinheiten,
A und B vor (A2B2), wobei die Untereinheit A überwiegend im Knochenmark und die
Untereinheit B in der Leber produziert wird (BOARD, 1979; BOARD 1980). Der in
Thrombozyten vorkommende Faktor XIII ist ein Homodimer und besteht im Gegensatz zu
dem im Plasma vorkommenden Faktor XIII ausschließlich aus den Untereinheiten A.
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Durch proteolytische Abspaltung des sogenannten Aktivierungspeptides durch
verschiedene Proteasen wie vor allem Thrombin und in Anwesenheit von Ca2+ kommt es
zur Dissoziation der Untereinheiten A und B (LYNCH, 1988). Das aktive Zentrum der
Untereinheit A wird somit freigelegt und aus dem Faktor XIII wird die aktive
Transglutaminase Faktor XIIIa. Der in den Thrombozyten vorliegende Faktor XIII wird nicht
durch einen proteolytischen Prozeß, sondern durch den intrazelluären Ca2+-Anstieg bei
der Plättchenaktivierung aktiviert. Die Untereinheit B dient, soweit bislang bekannt ist, nur
als Trägerprotein. Die Inaktivierung des Faktor XIIIa kann durch Spaltung an einer
weiteren Thrombinbindungsstelle erfolgen (BERECZKY, 2003).
Der aktivierte Faktor XIII ist in der Lage zwischen der γ–Carbonylgruppe von
peptidgebundenem Glutamin und der ε–Aminogruppe des Lysins eine kovalent Bindung
zwischen zwei Polypeptidketten herzustellen. Bei  dieser Bindungsreaktion können neben
zwei Fibrinmolekülen auch vWF-Kollagen, Aktin-Myosin, Fibrin-vWF oder Fibronectin-
Kollagen miteinander verknüpft werden.
Neben der Fähigkeit verschiedene Substrate miteinander zu verknüpfen, kann der Faktor
XIII bzw. XIIIa auch selbst an verschiedene Zellen anbinden und weitere steuernde
Funktionen wahrnehmen. Bereits in den 80er Jahren konnte Greenberg belegen, dass der
aktivierte Faktor XIII an Thrombozyten anbinden kann, die zuvor durch Thrombin stimuliert
worden waren (GREENBERG, 1984). Diese Bindung  erfolgt über das GP IIb/IIIa
(DEVINE, 1996). Eine weitere bekannte Bindungsmöglichkeit des aktivierten und
nichtaktivierten Faktor XIII ist die Anbindung an Endothelzellen via  Integrin αvβ3.  Sowohl
der aktivierte wie auch der inaktive Faktor XIII kann so auch als Brückenmolekül zwischen
Endothelzellen und Thrombozyten dienen (DARDIK, 2002). Da die Bindung des Faktor XIII
an Thrombozyten um so größer wird, je stärker der Thrombozyt und damit auch das GP
IIb/IIIa aktiviert wird, kann diese Bindung auch als Marker für den Aktivierungszustand des
Thrombozyten dienen (DEVINE, 1996).
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2.4. Leukozyten
2.4.1. Leukozyten der unspezifischen Immunabwehr
Die Leukozyten werden in drei große Gruppen eingeteilt. Granulozyten machen in etwa
60-70%, die Monozyten etwa 2-6% und die Lymphozyten 20-30% der im Blut
zirkulierenden Leukozyten aus. Die Lymphozyten zählen zur spezifischen Immunabwehr
und werden insofern hier nicht berücksichtigt. Von den Granulozyten, die nochmals in
neutrophile, basophile und eosinophile Granulozyten eingeteilt werden, werden im
Rahmen dieser Studie nur die neutrophilen Granulozyten, auch „polymorphkernige
Granulozyten“ (PMNL) genannt, näher untersucht. Sie machen etwa 90% der
Granulozyten aus. Sowohl die PMNL als auch die Monozyten entstehen aus myeloischen
Vorläuferzellen im Knochenmark und sind beide in der Lage, durch Phagozytose
Fremdkörper zu bekämpfen. Beide Zellgruppen enthalten verschiedene Granula und
Vesikel, deren Inhalt sie bei Bedarf, insbesondere nach Aktivierung der Zelle, an die
Umgebung abgeben können. Die Membranen der Granula und Vesikel, die auf diese Art
und Weise in die Zellmembran gelangen, enthalten zahlreiche Rezeptoren und Moleküle,
die für die Interaktionen zwischen den Leukozyten und anderen Zellen oder den
Interaktionen zwischen Mediatoren und Leukozyten von großer Bedeutung sind
(CALAFAT, 1993; MILLER, 1987).
Neutrophile Granulozyten
Neutrophile Granulozyten zählen ebenso wie die Monozyten in erster Linie zu den Zellen
der unspezifischen Immunabwehr. Nach ihrer Entstehung im Knochenmark gelangen sie
zunächst als stabkernige neutrophile Granulozyten ins Blut, wo sie weiter reifen und aus
ihnen segmentkernige, reife Granulozyten (PMNL) werden. Typischerweise zählen noch
etwa 5-10% der im Blut zirkulierenden Granulozyten zu den stabkernigen Granulozyten.
Neutrophile polymorphkernige Granulozyten enthalten in ihrem Cytoplasma zahlreiche
sekretorische Vesikel und Granula, die verschiedene Enzyme und Substanzen zur
Eiweißspaltung und Immunabwehr enthalten. Die Granula werden in drei große Gruppen
unterteilt: die primären (azurophilen) Granula beinhalten Myeloperoxidase, Defensine,
Lysozym, Kathepsin, Proteinase 3 und andere, während die sekundären, auch spezifische
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oder B-Granula genannten Granula alkalische Phosphatase, Lysozym, Laktoferrin,
Gelatinase und Plasminogenaktivator  enthalten. Die tertiären Granula enthalten
insbesondere Gelatinase und saure Hydrolasen. Die sekretorischen Vesikel enthalten vor
allem verschiedene Plasmaproteine  wie z.B. Albumin (BORREGAARD, 1997; CALAFAT,
1993). Sowohl die primären als auch die sekundären Granula sind in der Lage mit
Phagosomen zu fusionieren. Sie bilden zum Teil Sauerstoffradikale und haben eine starke
lytische und degradierende Aktivität. Die sekundären und die tertiären Granula können
ihren Inhalt hingegen auch nach Außen sezernieren.
Granulozyten sind im Durchmesser etwa 9-12µm groß und haben eine mittlere
Verweildauer von etwa 6-8h im Blut. Sie sind besonders zahlreich und bilden,
insbesondere bei der Verteidigung gegen Bakterien, die erste Abwehrreihe. Wie auch bei
den Monozyten zählt zu den wichtigsten Funktionen der PMNL die Phagozytose, wodurch
Fremdkörper schnell unschädlich gemacht werden können. Mit Komplementfaktoren oder
mit Antikörpern markierte Fremdkörper können dabei besonders schnell erkannt,
gebunden und aufgenommen werden. Neutrophile Granulozyten werden durch
Chemotaxine an den Ort der Entzündung gelockt, sind dort in der Lage durch Diapedese
die Endothelbarriere zu überwinden und im entzündeten Gewebe direkt aktiv zu werden.
Hierbei hilft ihnen auch ihre Fähigkeit zur aktiven amöboiden Fortbewegung. Durch
Ausschüttung ihrer hochaggressiven Substanzen und Bildung von z.B. Superoxidanionen,
Hydroxylradikalen oder Wasserstoffperoxid (FINKEL, 2003; ZWEIER, 2000) kommt es
häufig vor, daß nicht nur der Eindringling zerstört wird, sondern auch der Granulozyt
selber und umliegende Zellen. Eiterherde bestehen zum größten Anteil aus
abgestorbenen neutrophilen Granulozyten.
Monozyten
Die Monozyten zählen mit etwa 15-18µm zu den größten Leukozyten. Sie haben einen
bohnenförmige Kern, der etwa das halbe Zellvolumen einnimmt und ein im Vergleich zu
neutrophilen Granulozyten feiner granuliertes Zytoplasma. Es enthält neben den typischen
Zellorganellen besonderes viele sekretorische Vesikel, die toxische Enzyme und
Sauerstoffradikale zur Fremdkörperbekämpfung enthalten. Die Halbwertszeit im Blut
zirkulierender Monozyten beträgt etwa 8-72h, bevor sie schließlich ins Gewebe
auswandern und sich dort zu ortsständigen Makrophagen differenzieren. Zu diesem
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Zweck sind Monozyten in der Lage, durch transepitheliale Diapedese die Blutgefäße zu
verlassen und sich in nahezu allen Geweben niederzulassen.
Eine der wichtigsten Funktionen der Monozyten ist die Phagozytose. Nach der
Phagozytose werden Bestandteile des aufgenommen Materials zusammen mit dem major
histocompatibility complex wieder an die Zelloberfläche transportiert und dort den Zellen
der spezifischen Immunabwehr präsentiert.
Die Zellmembran der Monozyten trägt eine Reihe wichtiger Oberflächenmoleküle, zu
denen Rezeptoren für das Komplementsystem und Fc-Rezeptoren gehören. Antigene, die
durch Komplementfaktoren markiert sind, werden besonders schnell phagozytiert, da sie
über die Rezeptoren für die Komplementfaktoren besonders schnell eingefangen werden
können. Ein besonders wichtiger und für Monozyten charakteristischer Rezeptor ist der
CD 14-Rezeptor. Insbesondere durch Bindung des LPS/LBP-Komplexes an diesen
Rezeptor kommt es zur Aktivierung des Monozyten und damit zur Ausschüttung
zahlreicher Zytokine. Neben der Bindung des LPS/LBP-Komplexes sind auch einige
andere Mechanismen oder Exotoxine in der Lage den CD 14-Rezeptor zu stimulieren und
somit eine Aktivierung des Monozyten auszulösen (vgl. Kapitel 1.1.4.)
Die Aktivierung des Monozyten führt neben der Ausschüttung der zahlreichen Zytokine wie
TNF-α und Il-1 zur verstärkten Expression von verschiedenen Oberflächenrezeptoren wie
z.B. Integrinen oder Immunglobulin-Rezeptoren. Die von Monozyten exprimierten
Adhäsionsmoleküle werden in drei Gruppen unterteilt, die Immunglobulin Superfamilie, zu
denen etwa 70 verschiedene gehören, die Selektine und die Integrine.
2.4.2. Monozyten und PMNL bei Entzündungsreaktionen
Bei Entzündungen im Gewebe sind Monozyten und PMNL in der Lage auf chemotaktische
Reize hin an den Ort des Geschehens zu wandern. Zu diesem Zweck ist es notwendig,
dass sie das Blutgefäß durch das Endothel verlassen, um vor Ort ihren immunologischen
Aufgaben nachzugehen. Das Verlassen des Blutgefäßes ist dabei einer der Kernprozesse
der Entzündungsreaktionen und verläuft klassischerweise in verschiedenen Stufen. Es
kommt dabei zunächst zu einem schwachen Anhaften der Leukozyten und im weiteren
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Verlauf zu einer Art Rollen der Leukozyten über das Endothel. Die Bindung zwischen
Endothel und Leukozyt wird fester und schließlich kommt es zur Transmigration der
Leukozyten durch das Endothel (vgl. Abb. 2.7.). Dieser Kernprozeß wird im Folgenden
näher beleuchtet. Zahlreiche Rezeptoren und Adhäsionsmoleküle spielen eine wichtige
Rolle, die auch bei den Interaktionen zwischen Leukozyten und Thrombozyten
wiederzufinden sind.
Werden Endothelzellen durch z.B. Histamin, TNF-α, Thrombin, Il-1 oder
Komplementfaktoren aktiviert, so kommt es zu einer gesteigerten Expression von P-
Selektin und E-Selektin auf der Zelloberfläche. Das P-Selektin wird dabei aus den Weibel-
Palade- Körperchen freigesetzt, während E-Selektin zunächst neu synthetisiert werden
muß (CHEN,  2006; MCEVER, 1989; SHEN, 1994). Diese Rezeptoren binden an Sialyl-
Lewis, einer Kohlenhydratstruktur, die u.a. auf dem P-Selektin-Glykoprotein Ligand-1
(PSGL-1), auf L-Selektin (CD 62L) und auf CD 66 der Leukozyten vorkommt. Durch diese
Interaktion kommt es zu einer ersten schwachen und reversiblen Bindung zwischen
Endothel und Leukozyten und die Leukozyten „rollen“ über das Endothel (MA, 2004;
TAILOR, 2000; GENG, 1990; LAWRENCE,  1991). Das sogenannte „Rollen“ führt über
verschiedene Signale und Interaktionen zwischen den beiden Zellen zu einer Aktivierung
des Leukozyten (LEY, 2002). Hierbei spielt der von aktivierten Endothelzellen exprimierte
Plättchen-aktivierende Faktor (PAF) eine entscheidende Rolle (LORANT, 1991). Weitere
die Aktivierung des Leukozyten auslösende Faktoren sind das chemotaktisch wirksame Il-
8, der Granulozyten-Monozyten-Kolonie-Stimmulierungsfaktor, das Monozyten-chemo-
taktische-Protein oder der direkte Kontakt zu verschiedenen Adhäsionsrezeptoren.
Durch die Aktivierung der Leukozyten kommt es zum einen zu einer weiteren
Ausschüttung proinflammatorischer Mediatoren, die weitere Leukozyten anlocken
(SCAPINI, 2000) und zum anderen werden vermehrt Integrine wie der Integrinkomplex
CD11b/CD18 (MAC-1-Komplex) auf der Zelloberfläche exprimiert und aktiviert, wodurch
es zu einer deutlich festeren Bindung zwischen Leukozyten und Endothel kommt
(CARLOS, 1990). Der MAC-1-Komplex geht mit seinem Ligand ICAM-1 (Intracellular
adhesion molecule-1= CD54) eine feste Bindung ein und leitet damit im weiteren Verlauf
die Transmigration ein. Durch die zahlreichen Mediatoren und insbesondere reaktiven
Sauerstoffmetaboliten wird das ICAM-1 zusätzlich so beeinflußt, daß seine Affinität zu den
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Leukozyten deutlich erhöht ist (SELLAK, 1994). Neben der Bindung von MAC-1 an ICAM-
1 ist sowohl der MAC-1-Komplex als auch ICAM-1 in der Lage, an lösliches oder
immobilisiertes Fibrinogen zu binden. Das Fibrinogen kann damit auch als Brückenmolekül
zwischen den beiden Rezeptoren dienen (LANGUINO, 1993; WRIGHT, 1988). Eine Reihe
weiterer Integrine der Leukozyten sind in der Lage mit endothelialen
Zelladhäsionmolekülen (z.B. VLA-4 mit VCAM-1 oder LFA-1 mit ICAM-1) oder mit
Matrixproteinen wie Laminin, Kollagen oder Fibrin eine feste Bindung einzugehen
(DUSTIN, 1988).
Durch die nun entstandene feste Bindung zwischen Leukozyt und Endothel, die auch als
Leukozytensticking bezeichnet wird, wird die Emigration ermöglicht. Der Leukozyt flacht
immer mehr ab und entzieht sich so den mitreißenden Kräften des Blutstromes.
Schließlich wandern die Leukozyten zwischen zwei Endothelzellen hindurch, wobei die
Basalmembran überwunden wird, indem der Leukozyt eine kurzfristige lokale Degradation
durch lysosomale Enzyme, wie Kollagenasen und Elastase verursacht. Dem
Zelladhäsionsmolekül PECAM-1 (Plättchen-Endothel-Zelladhäsionsmolekül-1) und dem P-
Selektin werden dabei eine die Emigrationsgeschwindigkeit regulierende Funktion
zugeschrieben (RAINGER, 1997).
Der Leukozyt ist nun in der Lage durch Chemotaxis zum Ort der Entzündung
vorzudringen. Zu den wichtigsten Chemotaxinen gehören dabei C5a, IgG,
Fibrinogenspaltprodukte, PAF, verschiedene Zytokine und andere. Sie führen durch
Bindung an die verschiedenen Rezeptoren zu einer Erhöhung des intrazellulären Ca2+-
Pools und bewirken damit die amöboide Fortbewegung des Leukozyten (CICCHETTI,
2002). Im akuten Entzündungsgeschehen bilden die PMNL die erste Abwehrreihe,
während die Monozyten etwas langsamer am Ort des Geschehens eintreffen.
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Abb. 2.6. Leukozyten-Endothel-Interaktion bei Entzündungsreaktionen. Zunächst Margination,
Adhäsion und Aktivierung, Emigration und Wanderung durch positive Chemotaxis an den
Entzündungsherd. SLeA = Sialyl-Lewis-A, sLeX = Sialyl-Lewis-X, MAC-1 = macrophage antigen
alpha polypeptide, ICAM-1 = interzelluläres Adhäsionsmolekül 1, PAF = platelet activating factor.
2.4.3. Faktor VII und seine Interaktionen mit Leukozyten
Der Faktor VII ist eine einkettige, etwa 50-kDa große Serinprotease, die in der Leber
synthetisiert wird. Die Vorstufe des Enzyms ist noch gerinnungsinaktiv, da sie noch nicht in
der Lage ist Ca2+ zu binden. Erst nach einer Vitamin-K-abhängigen γ-Carboxylierung an
den Glutaminsäuren des N-terminalen Molekülendes kommt es zu einer
Konformationsänderung im Molekül und es bekommt die Fähigkeit Ca-Ionen zu binden.
Die Aktivierung des Faktor VII erfolgt durch Spaltung der Peptidkette, so dass eine aus
152 Aminosäuren bestehende leichte Kette und eine aus 254 Aminosäuren bestehende
schwere Kette entsteht. Diese beiden Ketten werden nach der Spaltung durch Proteasen
wie vor allem Thrombin, Faktor Xa, Faktor IXa und Faktor XIIa durch eine Disulfidbrücke
zusammengehalten. Die leichte, etwa 20kDa große Kette enthält die sogenannte Gla-
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Domäne, die 10 γ-carboxylierte Glutaminsäurereste enthält und für die Bindung an andere
Zellen von Bedeutung ist. Desweiteren finden sich noch zwei EGF-Domänen auf der
leichten Kette. Die schwere Kette enthält das katalytische Zentrum des Enzyms, welches
auch als Serinproteasedomäne bezeichnet wird.
Zur Einleitung der Gerinnung über den extrinsischen Weg muß der Faktor 7 aktiviert
werden. Zu diesem Zeck dient der durch die PDI aktivierte tissue factor (TF) einerseits als
Rezeptor und andererseits als Coenzym für den Faktor VII (Hogg, 2009). Der tissue factor
liegt im Subendothel vor und wird bei Gefäßverletzungen freigelegt. Die Bindung an den
TF überführt den Faktor VII in seine aktive Form, die in Anwesenheit von Thrombozyten
und Calciumionen zur Aktivierung des extrinsischen Gerinnungssystems führt.
Neben dem Vorkommen des tissue factors im Subendothel konnte auch bewiesen
werden, dass der TF unter bestimmten Voraussetzungen auch auf z.B. Fibroblasten,
glatten Muskelzellen, Endothelzellen und Leukozyten zu finden ist (MAYNARD, 1975;
MAYNARD, 1977; ZACHARSKI, MCINTYRE, 1973).
Das Vorkommen von TF auf Leukozyten läßt vermuten, dass es direkte oder indirekte
Interaktionen zwischen den Leukozyten, TF und dem Faktor VII bzw. VIIa gibt und dass
diese Interaktionen eine Rolle bei der Blutgerinnung spielen können. Bereits anfangs der
80er Jahre konnten Broze et al. zeigen, dass sowohl Faktor VII als auch Faktor VIIa in der
Lage sind direkt an Monozyten anzubinden (BROZE, 1982). Weiterhin konnte gezeigt
werden, dass Monozyten und zirkulierender TF die Aktivierung von Faktor VII deutlich
beschleunigen und dass aktivierte Monozyten mit dem Komplex aus TF und Faktor VIIa in
der Lage sind zur Plättchenaggregation und damit zur Blutgerinnung beizutragen
(BARSTAD, 1995; HATTORI, 2005). Nach neueren Studien scheint es so zu sein, dass
auch PMNL in der Lage sind nach Stimmulierung den TF auf ihrer Oberfläche zu
exprimieren, was möglicherweise im Rahmen der Sepsis und der mit ihr verbundenen
Störung des Gerinnungssystems eine Rolle spielen kann (MAUGERI, 2006).
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2.5. Thrombozyten/ Leukozyten-Interaktionen
Hämostase und Immunabwehrreaktionen sind durch die Interaktionen von Thrombozyten
und Leukozyten direkt oder indirekt miteinander verknüpft. Bei Betrachtung verschiedener
pathophysiologischer Vorgänge wird deutlich, wie Thrombozyten, Leukozyten und
Endothelzellen zusammenarbeiten. Als Beispiele seien hier die Arterioskleroseentstehung,
die Entstehung von pathologischen Thromben und die akute Entzündungsreaktion
genannt. Die Voraussetzung für einen sogenannten Cross talk, also für eine enge
Kommunikation zwischen den Zellen ist, das Vorliegen  mindestens einer der beteiligten
Zellen im aktiviertem Zustand. Die Zellen sind, neben der Möglichkeit sich gegenseitig zu
aktivieren, auch in der Lage vorhandene Aktivierungen abzuschwächen (BAZZONI, 1991;
LI, 2000).
Man kann zwei wesentliche Interaktionswege voneinander unterscheiden, wobei man zum
einen direkte Zell-Zell-Interaktionen und zum anderen indirekte Zell-Zell-Kontakte über
rezeptorvermittelte Signale, Adhäsionsmoleküle oder verschiedene Mediatoren betrachtet.
Jeder dieser Interaktionswege führt zu einem Informationsaustausch zwischen den Zellen
und beeinflußt jeweils den Aktivierungszustand des Partners. Hierbei kommt es meist zu
einer vermehrten Synthese und Ausschüttung von verschiedenen Zytokinen und
Mediatoren. Zu den wichtigsten vermehrt gebildeten Zytokinen zählen Il 1β und Il 8, sowie
das Monocyte Chemoattractant Protein (MCP-1).
Thrombozyten fördern die Degranulation, Chemotaxis und Phagozytose der Leukozyten
unter anderem durch Ausschüttung von PDGF, Thromboxan A2, Plättchen Faktor 4 und
ADP, während die Leukozyten die Aggregation und Sekretion der Plättchen durch
Ausschüttung von  ADP, O2-, NO oder PAF fördern (LI, 2000). Studien haben gezeigt,
dass es besonders oft zur Adhäsion zwischen Thrombozyten mit Monozyten oder PMNL
kommt, während eine Adhäsion von Thrombozyten an Lymphozyten kaum stattfindet
(RINDER, 1991). Die Adhäsion von Thrombozyten an Leukozyten wird auch generell als
Plättchensatellitismus bezeichnet.
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2.5.1. Direkte Thrombozyten-Leukozyten-Interaktionen/Assoziate
Ein besonders effektiver Informationsaustausch zwischen Thrombozyten und Leukozyten
kann stattfinden, wenn es zu einem direkten Zell-Zell-Kontakt zwischen den beiden
Partnern kommt. Aktivierte Thrombozyten exprimieren verstärkt das P-Selektin (CD 62P),
das die wichtigste Rolle bei der ersten Interaktion zwischen Plättchen und Leukozyten
spielt. Es liegt im unstimmulierten Zustand zu einem großen Anteil in der Zellmembran der
α–Granula vor und wird bei Aktivierung in die Zellmembran eingebaut. Gleichzeitig kommt
P-Selektin auch auf Endothelzellen vor, wo es nach Aktivierung die Emigration von
Leukozyten ins perivaskuläre Gewebe einleitet. Als Ligand fungiert das permanent auf
Monozyten, PMNL und Lymphozyten exprimierte PSGL-1 (P-Selektin-Glykoprotein-
Ligand-1)(MCEVER, 1997; TEDDER, 1995). Die Bindung zwischen den beiden Partnern
ist Ca2+-abhängig und entsteht durch Bindung einer Sialyl-Lewis-Gruppe des PSGL-1 an
die Lektin-EGF-Domäne des P-Selektins. Da das P-Selektin in Abhängigkeit vom
Aktivierungszustand auf der Oberfläche des Thrombozyten exprimiert wird, korreliert die
Stärke der Aktivierung positiv mit der Assoziatsrate von Thrombozyten und Leukozyten.  In
Folge der lockeren Bindung kommt zu einem Rollen von Plättchen über die PMNL
(MCEVER, 1997; BUTTRUM, 1993).
Als Reaktion auf diese Bindung kommt es in Monozyten zu einer vermehrten Synthese
vom tissue factor und in Monozyten und PMNL zu einer vermehrten Synthese von
Superoxidanionen (NAGATA, 1993). Des weiteren werden Tyrosinkinasen phosphoryliert
und es erfolgt eine Aktivierung von Mitogen-activated Protein (MAP) Kinasen in PMNL
(HIDARI,  1997). Evangelista et al. belegten, dass es durch die Tyrosin-Phosphorylierung
zu einer Aktivierung des ß2-Integrins MAC-1 (CD 11b/CD18, Integrin αmβ2) der
Leukozyten kommt, das wiederum für die Bindung an Endothelzellen oder Fibrinogen
wichtig ist (EVANGELISTA,  1999; BLANKS, 1998; CERLETTI, 1999). Das aktivierte
Integrin αmβ2 kann nun außerdem an das GP Ibα der Thrombozyten binden und so die
Bindung zwischen Plättchen und Leukozyt festigen (EVANGELISTA, 2003).
Zwei weniger bekannte und vermutlich weniger wichtige Interaktionswege zwischen
Thrombozyten und Leukozyten betreffen das Plättchen
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(PECAM-1) und das interzelluläre Zelladhäsionsmolekül-2 (ICAM-2) (RAINGER,1998). Es
wird vermutet, dass auch das PECAM-1 (CD31) über den Vitronectin-Rezeptor bei
Metastasierungsprozessen eine Adhäsion von Plättchen an aktivierte Leukozyten
vermitteln kann und dass ICAM-2 auf ruhenden Plättchen eine Verbindung mit aktivierten
Lymphozyten eingehen kann.
In Folge der Assoziatbildung zwischen Leukozyten und Thrombozyten kommt es bei den
beteiligten Zellen zu einer maximalen Aktivierung, die auch die Adhäsion an das
Gefäßendothel erheblich verstärkt. Bei Patienten, die an einem SIRS leiden, verursachen
die zahlreichen proinflammatorischen Zytokine eine starke Aktivierung des
Gerinnungssystems, was somit auch zu einem verstärkten Auftreten von Assoziaten führt.
Diese Zellkonglomerate können bei zunehmender Größe in den Kapillaren des Körpers
hängen bleiben, sie verschließen und damit die Organdurchblutung herabsetzten. Kommt
es durch diesen Filtermechanismus zu einer abfallenden Menge an Assoziaten, so kann
dies als schlechter Prognosefaktor gewertet werden, da ein Organversagen droht (Gawaz,
1995; Gawaz, 1997, Kirschenbaum, 2000).
2.5.2. Indirekte Thrombozyten-Leukozyten-Interaktionen
Das wichtigste Brückenmolekül zwischen Thrombozyten und Leukozyten ist das
Fibrinogen. Es wird aktivierungsabhängig aus den α-Granula der Thrombozyten
ausgeschüttet und bindet zurück an den Integrinkomplex IIb/IIIa auf der
Thrombozytenoberfläche. Das Fibrinogen ist ein von Hepatozyten synthetisiertes
Glykoprotein, das zunächst an das Blut abgegeben wird und schließlich von
Megakaryozyten und Thrombozyten wieder aufgenommen werden kann. Es ist besonders
wichtig bei der Blutstillung und bei der Bindung von Thrombozyten an das Endothel.
Die auf aktivierten Leukozyten exprimierten β2-Integrine (MAC-1 und CD11c/CD18), sind
ebenfalls in der Lage an Thrombozyten gebundenes Fibrinogen oder lösliches Fibrinogen
zu binden. Die auf diese Art entstandene Bindung zwischen Thrombozyten und
Leukozyten scheint besonders stabil zu sein und den Zusammenhalt auch bei hohen
Scherkräften zu sichern (WEBER, 1997). Der Bindung von aktivierten Thrombozyten an
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PMNL über Fibrinogen kommt wahrscheinlich eine besondere funktionelle Bedeutung zu.
So führt z.B. die Bindung über den CD11c/CD18-Komplex zur Bildung von
Sauerstoffradikalen in PMNL (Ruf, 1995) und damit zu einer weiteren Aktivierung von
Thrombozyten. Auch eine Aktivierung von Thrombozyten durch an Leukozyten
gebundenes Fibrinogen ist vermutlich möglich.
Der GP IIb/IIIa-Rezeptor kann neben Fibrinogen eine Reihe weiterer Adhäsionsmoleküle
wie Fibronektin, Vitronektin, Thrombospondin und VWF binden. Für einen Teil dieser
Moleküle konnte bereits eine Bedeutung für die Interaktionen mit Leukozyten
nachgewiesen werden. So zeigte sich, dass auch Thrombospondin-1 als Brückenmolekül
zwischen Monozyten und Thrombozyten dienen kann. Als Rezeptor wurde das CD 36
identifiziert (SILVERSTEIN, 1987; SILVERSTEIN, 1989).
Eine weitere Möglichkeit, wie PMNLs direkt zur Aktivierung von Thrombozyten führen
können, ist durch die Protease Cathepsin G gegeben. Das Cathepsin G liegt
normalerweise in den Granula der neutrophielen Granulozyten vor und wird nach
Aktivierung in die Umgebung sezerniert. Es zeigte sich, daß Cathepsin G ein starker
Plättchenagonist ist, der über den protease-activated receptor-4 (PAR-4) direkt zur
Aktivierung von Thrombozyten beitragen kann (SELAK, 1988; SAMBRANO, 2000). Durch
diesen Mechanismus sind Leukozyten in der Lage Thrombozyten direkt an den Ort von
Entzündungen zu locken. Hierbei wird nochmals deutlich wie eng Hämostase und
Inflammation miteinander gekoppelt sind.
2.6. Ziele der Arbeit
Ziel dieser Arbeit war es, herauszufinden, ob die Gabe von Thrombospondin-1 einen
positiven Einfluß auf das Outcome von Sepsispatienten und den Verlauf der SIRS von  mit
LPS behandelten Schafen haben könnte. Aufgrund der zum Teil vom
Konformationszustand abhängigen unterschiedlichen Funktionen des TSP’s und den
damit verbundenen unterschiedlichen Einflüssen auf das Gerinnungssystem und die
Inflammationskaskade wurden dazu zwei in ihrer Konformation unterschiedliche TSP-1-
Chargen für unsere Untersuchungen verwendet.
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Im Rahmen einer prospektiven, randomisierten und verblindeten Studie am Model des
chronisch instrumentierten Schafes wurde durch eine kontinuierliche LPS-Infusion ein
SIRS ausgelöst. Zu definierten Zeitpunkten wurden jeweils identische Messungen und
Untersuchungen durchgeführt, die einen Aufschluß über die Funktion und den Zustand
speziell der Thrombozyten, der Leukozyten und der jeweiligen Interaktionen zwischen
beiden geben sollten. Neben der Beobachtung des Einfluß des TSP-1 auf den Verlauf der
Sepsis, war das zweite Ziel dieser Arbeit Hinweise auf neue, in Zukunft nutzbare Verlaufs-
und Prognosefaktoren beim SIRS/Sepsis zu erhalten.
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3. Material und Methoden
3.1. Versuchsaufbau
Bei der durchgeführten Studie handelt es sich um eine tierexperimentelle Doppel-blind
Studie, bei der an 14 Schafen mit einem SIRS die Wirkung von TSP-1 (Verumgruppe,
n=5) im Vergleich zu Placebo (Placebogruppe, n=9) untersucht wurde.
Jeweils einen Tag vor Beginn des Versuchs an einem der Schafe wurde dieses, wie
unter Punkt 3.2.5. beschrieben, von einem Tierarzt instrumentiert und anschließend
über Nacht in die Stoffwechselkäfige gestellt, wo es etwa 12h Erholungszeit hatte. Am
Versuchstag selbst wurde dem jeweiligen Schafe circa eine halbe Stunde vor dem
eigentlichen Versuchsbeginn aus dem zentralen Venenzugang Blut in Citrat-
Monovetten entnommen, das für alle Bestimmungen als Ausgangswert diente
(Baseline-Messung). Die Proben wurden dann unverzüglich in das Forschungslabor
der Experimentellen und Klinischen Hämostaseologie der Universität Münster
verbracht, in dem die zahlreichen insbesondere durchflusszytometrischen
Untersuchungen durchgeführt wurden. Gleichzeitig zu allen Blutentnahmezeitpunkten
wurden auch hämodynamische Parameter und Fieber gemessen.
Nach dem ersten Meßzeitpunkt (Baseline) wurden die Schafe jeweils randomisiert und
verblindet einer der beiden Versuchsgruppen zugeteilt.  Beide Versuchsgruppen
erhielten dann eine Kurzinfusionen mit insgesamt 150ml einer 0,9%igen NaCl-Lösung,
die im Fall der Verumgruppe zusätzlich TSP-1 enthielt. Den Untersuchern war während
der gesamten Studiendauer nicht bekannt, welche Schafe das Verum und welche das
Placebo erhalten hatten. Innerhalb der Verumgruppe wurden zwei verschiedene
Chargen TSP-1 verwendet, die sich in ihrer Konformation unterschieden. Die beiden
Chargen TSP-1 werden im Rahmen dieser Arbeit als Verumgruppe der Charge A (n=3)
und Verumgruppe der Charge B (n=2) bezeichnet. Um feststellen zu können, ob
bereits die Gabe des Verums bzw. des Placebos zu Veränderungen der Meßwerte
führte, wurde den Schafen eine Viertelstunde nach der Infusion noch einmal Blut
entnommen und untersucht (Meßzeitpunkt Baseline-Verumeffekt). Unmittelbar nach
der Blutentnahme wurde zum Auslösen der SIRS die kontinuierliche Zufuhr von
Endotoxin (Lipopolysaccharid des Bakteriums Samonella typhimurium, LPS) in einer
Dosierung von 10ng/kgKG/min über die Infusionsleitung begonnen, die über 24h
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fortgesetzt wurde (Sepsismodell WESTPHAL, 2002). Die folgenden Messungen und
Blutentnahmen fanden genau eine Stunde nach Anschluß der LPS-Infusion statt, sowie
nach 2h, 4h, 8h, 12h und nach 24h (vgl. Tab. 3.1.).
Im Anschluß an die letzte Messung wurden die Schafe mit Propofol in Narkose gelegt
und durch intravenöse Gabe von 50ml einer 7,45%igen Kaliumchlorid-Lösung
euthanasiert. In der folgenden Sektion wurden den Schafen Organproben aus Herz,
Lunge, Leber, Milz, Nieren und Dünndarm entnommen.
Insgesamt waren vier Person notwendig um während des Versuches die Schafe zu
betreuen und hämodynamische Messungen durchzuführen, die Blutproben vom
Tierstall ins Labor zu transportieren und die zahlreichen Untersuchungen im Labor
durchzuführen. Die Auswertung der hämodynamischen Parameter, der
Sektionsergebnisse, sowie weiterer im Labor erhobener Daten erfolgt in getrennten
Dissertationen.
Zeitpunkt Placebogruppe Verumgruppen A und B
-30min Blutentnahme (Baseline)
-29min 150ml 0,9%ige NaCl-Lösung
i.v.
150ml 0,9%ige NaCl-Lösung mit
dem Verum der Charge A oder B
i.v.
+0min Blutentnahme (Baseline Verumeffekt)
+1min Start der LPS-Infusion mit 10ng/kgKG/min
+1h Blutentnahme
+2h Blutentnahme
+4h Blutentnahme
+8h Blutentnahme
+12h Blutentnahme
+24h Blutentnahme
Tab. 3.1. Zeitplan des Versuchsablaufes
Beide Chargen des in dieser Versuchsserie als Verum eingesetzten Thrombospondin-1
wurden durch die Abteilung für Experimentelle und Klinische Hämostaseologie, Klinik
und Poliklinik für Anästhesiologie und operative Intensivmedizin der Universitätsklinik
Münster unter der Leitung von Frau Prof. Dr. rer.nat. B. Kehrel zur Verfügung gestellt.
Material und Methoden                                                                                                   46
3.2. Tiere
3.2.1. Versuchstiere
Für diese Versuchsreihe wurden Schafe der Rasse Schwarzköpfiges Fleischschaf
verwendet, die von einem Züchter aus der Region stammten. Die Tiere waren
zwischen 9 und 12 Monate alt, weiblich und hatten ein durchschnittliches Gewicht von
35±1kg. Sie wurden mehrere Tage vor Versuchsbeginn in die zentrale
tierexperimentelle Einrichtung (ZTE) der Universität Münster gebracht.
3.2.2. Tierhaltung
Die Schafherde war bis zu zehn Tiere groß und wurde separat in einem Kaltstall mit
Auftriebslüftung und einer Lauffläche von etwa 18 m2 auf Stroheinstreu eingestallt. Die
Schafe wurden von den Tierpflegern der ZTE in der Zeit zwischen Anlieferung und
Versuchsbeginn versorgt. Die Fütterung erfolgte mit Raufutter (Heu) und einer
Kraftfuttermischung (Hafer/ Gerste gequetscht und pelletiertes
Mineralergänzungsfutter). Während der Versuche standen die Tiere in
Stoffwechselkäfigen, in denen sie zu jeder Zeit freien Zugang zu Wasser und Futter
hatten. Sie standen oder lagen im Käfig auf Gitterrosten, so daß Urin und Kot durch
das Gitter fallen konnten und unterhalb des Käfigs aufgefangen wurden. Durch ein
zusätzliches Brett wurde der Käfig etwas geschmälert, so dass ein Umdrehen der Tiere
im Käfig verhindert wurde und sie nicht den arteriellen oder venösen Zugang
beschädigen konnten.
3.2.3. Versuchsgenehmigung
Die Versuche wurden gemäß § 8 Abs.1 des Tierschutzgesetzes durch das Regierungs-
präsidium Münster genehmigt (Aktenzeichen 23.0835.1.0 (G 57/99)) (siehe Anhang).
Die deutsche Tierschutzverordnung wurde bei allen Versuchen eingehalten.
3.2.4. Instrumentierung
Am Vortag des eigentlichen Versuchs wurde die chronische Instrumentierung der
Schafe durchgeführt. Die Narkose wurde durch intramuskuläre Injektion von 1000mg
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Ketamin in die Glutealmuskulatur eingeleitet. Zur Aufrechterhaltung der Narkose wurde
jeweils bei Bedarf ein Bolus Propofol (1%iges oder 2%iges Disoprivan; Zeneca,
Schwetzingen, Deutschland) in einer Dosierung von 2mg/kgKG intravenös appliziert.
Die Tiere atmeten während der gesamten Narkose Raumluft und wurden in
Rückenlage instrumentiert, nachdem zuvor das Gewicht gemessen wurde.
Nach Rasur, Reinigung und Desinfektion wurde die V. jugularis externa steril
abgedeckt und unter manueller Stauung mit einer 18G Nadel punktiert. Anschließend
wurde in Seldinger Technik ein Draht durch die Nadel in das Gefäßlumen
vorgeschoben und schließlich die Nadel wieder entfernt. Nach Hautinzision ließ sich
die Schleuse mit einem Dilatator über den Seldingerdraht in das Gefäßlumen
einbringen. Nach Entfernung von Draht und Dilatator wurde die Schleuse mit
Nahtmaterial in der Haut festgenäht (PARGGER 2001; SCHNEEWEIß 1997).
Durch die Schleuse wurde ein Swan-Ganz Thermodilutionskatheter mit vier Luminas
eingeführt (vgl. Abb. 3.1.). Mit Hilfe eines luftgefüllten Ballons an der Spitze wurde der
Katheter bis in die A. pulmonalis eingeschwemmt. An der Kathederspitze befindet sich
eine Öffnung zur Messung des pulmonalarteriellen Verschlußdrucks (Wedge-Druck),
sowie zur gemischtvenösen Blutentnahme (SCHNEEWEIß 1997). Ein Lumen dient
dabei der Luftzuleitung für den Ballon und das andere der Wedge-Druck-Messung und
Blutentnahme (distaler Schenkel). Die verbleibenden zwei Lumina des Katheters
haben ihre Öffnungen bei jeweils 30 cm, gemessen von der Katheterspitze im rechten
Vorhof. Ein Lumen wird zum Infundieren verwendet (Infusionsschenkel) und das
andere zum Messen des Herzminutenvolumens durch Thermodilution (PARGGER
2001) und dem Messen der Körperkerntemperatur durch einen Thermistor (proximaler
Schenkel). Damit die Schafe nicht die Leitungen und den Katheder beschädigen
konnten, wurden alle Zuleitungen zum Schaf im Fell auf dem Rücken des Schafes
festgebunden. Die Schenkel des Katheters wurden mit einer mit Heparin versetzten
Natriumchloridlösung gespült, um ein Verstopfen zu verhindern.
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Abb. 3.1. Vierlumiger Thermo-dilution-Pulmonalarterien-Katheter: Am distalen Ende des
Katheters befindet sich die Spritze zum Insufflieren (1), das distale Lumen mit der Öffnung an
der Spitze (2), das proximale Lumen mit der Öffnung bei 30 cm (3) und die
Thermistorkonnektion (4). An der Spitze des Katheters befindet sich der insufflierte Ballon (5).
(Abb. modifiziert nach PARGGER, 2001)
Zum Einbringen eines arteriellen Katheters wurde das Schaf an der Punktionsstelle
über der Arteria femoralis rasiert, gesäubert, desinfiziert und schließlich steril
abgedeckt. Die Punktion der Arterien erfolgte ebenfalls nach der Seldinger-Technik wie
oben beschrieben. Der arterielle Katheter wurde an der Punktionsstelle an der Haut
festgenäht, ebenfalls mit einer Heparin-Natriumchloridlösung gespült und das Ende im
Fell des Tieres festgebunden. Nach Beendigung der Intrumentierung erhielten die
Schafe eine Single-shot-Antibiose mit 2000mg Cefotaxim i.v. um eine iatrogene
Infektion zu vermeiden. Die Narkose wurde anschließend beendet und die Tiere über
Nacht in die Stoffwechselkäfige gebracht.
Zu Beginn des Versuches am Folgetag wurden der proximale und distale Schenkel,
sowie der arterielle Katheter an den Druckwandler mit Spülsystem (500ml NaCl-
Lösung mit 10.000 IE Heparin) angeschlossen und die Verbindung über
Druckaufnehmer zum Druckmonitor hergestellt. Das System wurde geeicht, so daß
eine kontinuierliche Erfassung der Drücke möglich war. Das Schaf erhielt über die
Infusionsleitung eine Dauerinfusion SH27 mit einer Geschwindigkeit von 3ml/kg/h.
Über diesen Schenkel wurde nach der zweiten Blutentnahme auch die kontinuierliche
LPS-Infusion geleitet. Die Blutentnahmen konnten problemlos über den zentralen
Venenkatheter erfolgen ohne die Tiere zusätzlich zu belasten.
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Handelsname/Wirkstoff Bezeichnung im Text Hersteller
Disoprivan®, Propofol Propofol
Astra Zeneca, Schwetzingen,
Deutschland
Isotone Natriumchloridlösung
0,9%
NaCl-Lösung
B. Braun Melsungen AG,
Melsungen, Deutschland
Kaliumchlorid 7,45% Kaliumchlorid
B. Braun Melsungen AG,
Melsungen, Deutschland
Ketanest S 25mg/ml, Ketamin,
Esketamin-hydrochlorid
Ketamin, Ketanest
Pfitzer GmbH, Karlsruhe,
Deutschland
Liquemin®N5000, 5000 I.E.
Heparin Natrium
Heparin
Hoffmann-La Roche AG,
Grenzach-Wyhlen,
Deutschland
SH 27 Substitutionslösung zur
Hämofiltration, DIALOC®-
Beutel 4500 ml
SH-Lösung
B. Braun Schiwa GmbH & Co.
KG, Glandorf, Deutschland
Lipopolysaccharide von
Samonella typhimurium
LPS, Endotoxin Sigma Chemicals,
Deisenhofen, Deutschland
Baxter Natriumchlorid-Lösung,
VIAFLEX® Plastikbeutel
Baxter-Lösung,
Druckspüllösung
Baxter Deutschland GmbH,
Unterschleißheim,
Deutschland
Cefotaxim Abbott 2mg Infusion Cefotaxim Abbott GmbH, Wiesbaden,
Deutschland
 Monitor Hellige Servomed Druckmonitor
Hellige GmbH, Freiburg,
Deutschland
Blutgasanalysegerät ABL® 625
Radiometer®
BGA-Gerät
Radiometer Medicals A/S,
Brønshøj, Dänemark
Radiometer Copenhagen AB BGA-Gerät Kopenhagen, Dänemark
PMSET 3DT-XX Dreifach-
Druckwandler-Set
PMSET 3DT-XX Dreifach-
Druckwandler-Set
Becton Dickinson GmbH,
Heidelberg, Deutschland
Perkutanes Super-ARROW® -
Flex Schleuseneinführungs-
besteck 9-F
Schleuse
ARROW®  Deutschland
GmbH, Erding, Deutschland
Edwards-Swan-Ganz®  Fr. 7,5
venöser Katheter
Pulmonalarterien-Katheter
Edwards Lifesciences
Germany GmbH,
Unterschleißheim,
Deutschland
3DT-XX BD (Becton Dickinson) 3fach Druckwandler-Set
Ohmeda GmbH & Co KG,
Erlangen, Deutschland
Arterien-Katheter-Set 18-gauge
Leader Cath
Arterien-Katheter Vygon, Aachen, Deutschland
Schermaschine Schermaschine
Aesculap AG & Co KG,
Tuttlingen, Deutschland
Baxter Vigilance Monitor,
Cardiac Output Computer
HZV-Computer
Baxter Deutschland GmbH,
Unterschleißheim,
Deutschland
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Ethicon  Vicryl®  2/0 metric Nahtmaterial
Johnson & Johnson, Brüssel,
Belgien
Druckleitung Druckleitung
ANGIOKARD Medizintechnik
GmbH & Co KG, Friedeburg,
Deutschland
Baxter Durchflussgehäuse Thermistor-Adapter
Baxter GmbH,
Unterschleißheim,
Deutschland
Orginal Infusomat® -Leitung Dauertropfinfusion
B. Braun Melsungen AG,
Melsungen, Deutschland
Original-Perfusor® -Leitung Perfusor-Leitung
B. Braun Melsungen AG,
Melsungen, Deutschland
Original-Perfusor® -Spritze
OPS 50 ml
Perfusor-Spritze
B. Braun Melsungen AG,
Melsungen, Deutschland
Perfusor® secura Perfusor
B. Braun Melsungen AG,
Melsungen, Deutschland
Pico® 50 Arterial Blood
Sampler
BGA-Spritze
Radiometer Medicals A/S,
Brønshøj, Dänemark
3-Wege Hahn 3-Wege Hahn
pvb Medizintechnik GmbH &
Co KG, Kirchseeon,
Deutschland
Tab. 3.2. Im Tierstall verwendete Geräte und Materialien
3.3. Geräte und Chemikalien für die Untersuchungen im Labor
3.3.1. Geräte
Durchflußzytometriegeräte
Durchflußzytometer FACScan (Becton Dickinson, Heidelberg)
Computersystem PowerMac 7600/132 (Apple, U.S.A.)
Steuer- und Auswerteprogramme CellQuest 3.1f (Becton Dickinson, Heidelberg)
Drucker Phaser 750N (Tektronix, Köln)
Chromatographiegeräte
Photometer und optische Einheit UV1 (Pharmacia, Freiburg)
Peristaltische Pumpe P1 (Pharmacia, Freiburg)
Fraktionssammler FRAC-100 (Pharmacia, Freiburg)
Fraktionssammler Model 2110 (Bio-Rad, München)
Zwei-Kanal-Schreiber REC102 (Pharmacia, Freiburg)
Chromatographie-Säulen 30ml und 177ml (BioRad, München)
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Elektrophoresegeräte
Vertikalelektrophoresekammer SE600 (Hoefer, U.S.A.)
Kühlung LKB2219 Multitemp II (Pharmacia LKB, Schweden)
Geltrockner 543 (Bio-Rad, München)
Netzgeräte LKB2103 (Pharmacia LKB, Schweden)
Zentrifugen
Zentrifuge 3K1 (Sigma, Osterode)
Zentrifuge B4i (Jouan, Frankreich)
Zentrifuge Heralus Sepatech Biofuge A
Ultrazentrifuge  AvantiTM HP-30i (Beckmann, München)
Photometriegeräte
Drucker HP Deskjet 520 (Hewlett-Packard, Böblingen)
Photometer Ultrospec 2000 (Pharmacia Biotech, Calbiochem, Bad Soden)
ELISA-Reader Photometer MRX (Dynatech, Denkendorf)
Sonstige Geräte
Zellzählgerät System 9000 (Serono Baker Diagnostics, U.S.A.)
Analysenwaage AE50 (Mettler-Toledo, Schweiz)
Eismaschine Scotsman AF10, Fisher Scientific, Nidderau
pH-Meter STH (WTB, Weilheim)
Wasseraufbereitungsanlage Elix10 und Milli-Q-biocel (Millipore, Eschborn)
Waage 2355 (Sartorius, Göttingen)
Analysenwaage AE 50 (Mettler-Toledo, Schweiz)
Zwei-Kanal-Schreiber Model 1327 (BioRad, München)
3.3.2. Chemikalien
Die in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien wurden, sofern nicht anders angegeben,
von folgenden Firmen bezogen: Merck (Darmstadt), Sigma (Deisenhofen), Roth
(Karlsruhe), ICN (Meckenheim), Serva (Heidelberg), Calbiochem (Bad Soden), Gibco
BRL (Eggenstein), Millipore (Eschborn), BioRad (München), Loxo (Dossenheim),
Tetanal (Norderstedt), Kraft (Duisburg), Riedel-de-Haën (Seelze), B. Braun
(Melsungen).
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3.4. Antikörper
3.4.1. Antikörper
Antigen Spezifität Monoklonal(m),
polyklonal (p)
(Herkunft)
Klonname Markierung Firma
CD 41/61-
Thrombozy
ten (GP
IIb/IIIa
Komplex)
Schaf M (Maus) CO-35E4 DPC Biermann,
Bad Nauheim
CD 11b-
Integrin
αM-Kette
Schaf M (Maus) CC126 DPC Biermann,
Bad Nauheim
CD 45R Schaf M(Maus) CO-46D5 DPC Biermann,
Bad Nauheim
Fibrinogen Mensch/
Schaf
P (Kaninchen) FITC DAKO,Dänema
rk
Tab. 3.3. Monoklonale und polyklonale Antikörper, die in der Arbeit verwendet wurden
3.4.2. Biotinylierung von Anti-CD41/61
Das Vitamin Biotin bindet mit hoher Affinität an das Hühnereiprotein Avidin oder an das
von Streptokokken synthetisierte Protein Streptavidin. Diese Reaktion kann genutzt
werden um sekundär durch fluoreszenzmarkierte Strept-/Avidinmoleküle mit Biotin
markierten Antikörper sichtbar zu machen. Ein Molekül Biotin reagiert dabei mit je etwa
einem Molekül Strept-/Avidin. Der Biotinester Biotin-7-NHS bildet mit freien
Aminogruppen des zu markierenden Proteins stabile Amidbindungen.
Für die Versuchsserie wurde ein monoklonaler Maus Antikörper gegen den CD41/61-
Komplex von Schafen (DPC Biermann, Clone 35E4) mit Biotin gelabelt. Für das Labeln
wurde ein Biotin Labeling Kit der Firma Roche verwendet. Der CD41/61-Antikörper
diente im Rahmen der Studie als Thrombozytenmarker in der Durchflußzytometrie. Je
6ml Antikörperlösung wurden vereinigt und mittels Centricons (cutoff 30.000Da) durch
Zentrifugation bei 3200rpm auf ein Volumen von 1ml reduziert sowie mit PBS
umgepuffert. Die Umpufferung diente dazu, zu vermeiden, dass in der
Antikörperlösung primäre Amidgruppen oder Zucker auftauchen, die die Biotinylierung
stören konnten (z.B. in Tris-haltigen Puffern). Außerdem wurde der pH-Wert zwischen
7 und 9 eingestellt. Anschließend wurden 10µl der Biotin-7-NHS-Lösung (20mg/ml) mit
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90µl DMSO 1:10 verdünnt und dann 15µl des Ansatzes zu der Antikörperlösung
gegeben. Die Antikörperlösung wurde  für 2h bei 15-25°C unter leichtem Rühren
inkubiert. Um die ungebundenen Biotinmoleküle von den markierten Antikörpern zu
trennen wurde eine Sephadex G-25 Gelfiltrations-Säule mit einem Volumen von 9,1ml
zunächst mit 5ml einer mitgelieferten Blockierungslösung gespült, die verhindern sollte,
dass es zu unspezifischen Bindungen zwischen Säulenmaterial und Proteinen kam.
Die Säule wurde dann mit mindestens 30ml PBS-Puffer äquilibriert. Nach der
2stündigen Inkubation wurde die Antikörperlösung auf ein Gesamtvolumen von 2,5ml
mit PBS-Puffer aufgefüllt und auf die Säule aufgetragen. Die mit Biotin markierten
Antikörper wurden mit 3,5ml PBS von der Säule gewaschen und fraktioniert
aufgefangen. Laut Herstellerangabe sollten bei vier gleich großen Fraktionen von je
etwa 10 Tropfen ca. 80% der Antikörper in der zweiten und dritten Fraktion enthalten
sein. Um die Fraktionen sinnvoll zu vereinigen, wurden die Proben nochmals bei einer
Wellenlänge von 280nm photometrisch gemessen und anschließend die beiden
Fraktionen mit den meisten enthaltenen Antikörpern vereinigt.
Verwendeter Puffer für die Biotinylierung
♦ PBS-Puffer (pH 7,2-7,4):
•           8mM Na2HPO4 x 2H2O
• 137mM NaCl
• 2,6mM KCl
• 1,4mM KH2PO4
3.4.3. FITC-Markierung von Anti-CD45R
Für die durchgeführten Versuche wurde ein monoklonaler Mausantikörper gegen
CD45R des Schafes (Clone: CO-46D5; DPC Biermann) mit FITC markiert. Zu diesem
Zweck stand ein FluoroTagTM FITC Conjugation Kit (Sigma) zur Verfügung.
Zunächst wurde der Inhalt einer Carbonat-Bicarbonat-Puffer-Kapsel in 50ml Aqua
destillata aufgelöst und der pH auf 9+0,1 eingestellt. Der zu markierende Antikörper
wurde von 3 x 2ml auf ca.1ml mit Hilfe von Centricons (Millipor; cutoff 30.000Da)
aufkonzentriert. Ein FITC-Vial wurde nun in 2ml Carbonat-Bicarbonat-Puffer aufgelöst
und anschließend 0,5ml des Ansatzes nochmals mit 0,5ml des Carbonat-Bicarbonat-
Puffers verdünnt. Es wurden nun 200µl der FITC-Lösung zu der Antikörperlösung
pipettiert, der gesamte Ansatz in Alufolie gewickelt und 2h bei Raumtemperatur auf
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einen Schüttler gestellt. Das Molekülverhältnis im Kopplungsansatz zwischen FITC und
Antikörpermolekülen betrugt so circa 10 zu 1, was einem angestrebten
Kopplungsverhältnis von FITC zum Antikörper von etwa 2-4:1 entspricht. Um die
ungebundenen FITC-Moleküle von den gebundenen zu trennen, wurde eine Sephadex
G-25M- Säule mit mindestens 12ml PBS-Puffer äquilibriert. Nach der 2stündigen
Inkubationszeit wurde die Antikörperlösung auf die äquilibrierte Säule aufgetragen
bevor die gelabelten Proteine mit 2,5ml PBS von der Säule gewaschen wurden. Beim
Eluieren wurden die Antikörper in mehreren Fraktionen aufgefangen und die Extinktion
bei 280nm bestimmt. Bei einer Extinktion unter 0,2 wurden die Fraktionen nicht mit
vereinigt, sondern verworfen.
Das molare FITC- IgG-Verhältnis konnte wie folgt berechnet werden:
                             Molar F/IgG=  (2,77 x A495) / (A280- (0,35 x A495))
Die Proteinkonzentration des FITC-IgG Konjugates kann nach der folgenden Formel
berechnet werden:
                             IgG (mg/ml)= (A280- (0,35 x A495)) / 1,4
• A280 bzw. 495= Absorption bei 280 bzw. 495nm
3.5. Thrombospondin-1
3.5.1. Aufreinigung des Thrombospondin-1
Um Thrombospondin-1 aus den α-Granula der Thrombozyten zu isolieren, wurden je
10 Buffycoats, die bereits in konzentrierter Form Leukozyten und Thrombozyten
enthalten, mit 300ml Waschpuffer  versetzt und anschließend 10 Minuten bei RT und
1400 rpm abzentrifugiert. Das so gewonnene PRP wurde vereinigt und bei 2200 rpm
10min in RT zentrifugiert, um die Thrombozyten vom Blutplasma zu trennen. Das
thrombozyten- und leukozytenreiche Pellet wurde vorsichtig mit CGSE-Puffer
resuspendiert, während der Überstand aus plättchenarmem Plasma (PPP) verworfen
wurde. In einem weiteren Zentrifugationsschritt über 5 min bei 1400 rpm und RT
wurden die Leukozyten schließlich von den Thrombozyten abgetrennt. Die im
Material und Methoden                                                                                                   55
Sediment liegenden Leukozyten und Plasmaproteine konnten verworfen werden,
während der Überstand mit den Thrombozyten erneut bei 2200rpm für 10min
zentrifugiert wurde. Das entstehende Pellet, das nun die aufkonzentrierten
Thrombozyten enthielt, wurde mit möglichst wenig Aggregationspuffer vorsichtig
resuspendiert und vereinigt, während der plättchenfreie Überstand verworfen werden
konnte. Der pH-Wert der entstehenden Suspension wurde auf 7,6 eingestellt.
Um eine vollständige Entleerung der α-Granula der Thrombozyten auszulösen, wurde
nun eine Aktivierung mit 2 U/ml Rinder-Thrombin (Sigma-Deisenhofen) durchgeführt.
Die Proteasewirkung des Thrombins wurde nach deutlicher Gerinnselbildung im
Falconröhrchen sofort durch 11 U/ml Hirudin (Loxo, Dossenheim) zum Stoppen
gebracht, um ein Spaltung des TSP-1 durch Thrombin zu verhindern. Die Reste der
Thrombozyten wurden dann bei 3200rpm und Raumtemperatur über 20min
abzentrifugiert, der Überstand abpipettiert und 48µmolar Leupeptin und 250µmolar
PMSF hinzugefügt. Leupeptin und PMSF dienen als Proteaseinhibitoren, um einer
Spaltung der in der Lösung enthaltenen Proteine vorzubeugen. Die Lösung wurde
anschließend für mindestens 20min bei –80°C eingefroren.
Nach dem Auftauen wurden die Fibringerinnsel entfernt und die Proben bei 4-8°C und
80.000g über eine Stunde in eine Ultrazentrifuge gestellt, um alle festen Bestandteile
zu entfernen. Da TSP-1 an Heparin bindet und sich diese Bindung bei einer hohen
Salzkonzentration wieder löst, wurde die Lösung auf eine Säule (BioRad, München;
1,8cm Innendurchmesser) gegeben, die ein Heparin-Sepharose-Gel (Amersham,
Schweden) enthielt. Durch eine Affinitätschromatographie wurden nun mit einem
Elutionspuffer der stufenweise verschiedene Salzkonzentrationen (150mmol, 250mmol,
350mmol), sowie Ca2+-u. Mg2+-Ionen, enthielt, alle weniger fest gebundenen Proteine
von der Säule gespült. Bei einer Salzkonzentration von 600mmol löste sich TSP-1 vom
Heparin und wurde fraktioniert aufgefangen.
Während der gesamten Affinitätschromatographie wurde photometrisch bestimmt, ob
Proteine von der Säule gelöst wurden. Erst als keine Proteine mehr ausgewaschen
wurden, konnte der jeweils nächste Puffer angehängt werden (vgl. Abb. 3.2.).
Durch eine SDS-Page (vgl. Kapitel 3.10.1.) mit anschließender Silberfärbung (vgl.
Kapitel 3.10.2.) konnten die einzelnen Fraktionen auf ihre Reinheit überprüft werden
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(vgl. Abb. 3.3.). Im Anschluß an die SDS-Page und Silberfärbung wurden die reinen
Fraktionen vereinigt und die Proteinmenge mittels BCA-Test (vgl. Kapitel 3.11.)
bestimmt.
Abb. 3.2. Elutionsdiagramm des fraktioniert aufgefangen TSP-1 nach Start des
Äquilibrierungspuffers mit einer 600mM NaCl-Konzentration. Photometrische Messung des
Proteingehalts des Eluats.
       Slot
Proteingröße
High-
range-
Marker
1. 2. 3. 4. 5. 6. 7. 8. 9. 10.
200kDa
116kDa
97kDa
66kDa
TSP-1-
Monomer
(150kDa)
Abb. 3.4. SDS-Page des aufgereinigten Thrombospondin-1 nach vorheriger Reduktion. Gel
nach Silberfärbung. 1.-10. fraktioniert aufgefangenes Eluat.
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Puffer für die TSP-1-Aufreinigung
♦ Waschpuffer (pH 6,5):
• 30mM Natriumcitrat
• 100mM Natriumchlorid
• 3mM Kaliumchlorid
• 9,3mM Glukose
• 2mM EDTA
♦ CGSE-Puffer (pH 6,5):
• 29mM Natriumcitrat
• 120mM Natriumchlorid
• 30mM Glukose
• 5mM EDTA
♦ Aggregationspuffer (pH 7,8):
• 150mM Natriumchlorid
• 20mM Tris
• 5mM Glukose
• 10mM Calciumchlorid
• 1mM Magnesiumchlorid
♦ Äquilibrierungspuffer (pH 7,4):
• 10mM Hepes
• 2mM Calciumchlorid
• 1mM Magnesiumchlorid
• 150mM (250mM, 350mM, 600mM) Natriumchlorid
• 100µmolar PMSF
• Leupeptin 2µmolar
3.5.2. Fluoreszenzmarkierung des Thrombospondin-1 mit FITC
Die Markierung des TSP-1 mit FITC wurde ähnlich der Markierung des Fibrinogens
durchgeführt und diente dazu, die TSP-1-Bindung an Thrombozyten im
Durchfußzytometer nachweisen zu können.
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Die Trennung der nichtgebundenen FITC-Moleküle vom TSP-FITC erfolgte über
Sephadex G-25 PD-10 Gelfiltrationssäulen (Amersham pharmacia biotech, Sephadex
G-25 M-Gel), die zuvor mit Ca2+-TBS-Puffer gespült wurden.
Zur Bestimmung des Kopplungsverhältnisses zwischen TSP-1 und FITC wurden die
Proben, nach vorheriger Eichung des Gerätes, photometrisch bei 280nm (Absorption
durch Proteine) und 495nm (Absorption durch FITC) gemessen. Die Formel mit der
das molare Verhältnis von FITC zum Protein (molar F/P ratio) bzw. in diesem Fall vom
FITC zum TSP-1 bestimmt wurde, diente nicht nur zur Berechnung des Verhältnisses
zwischen FITC und Protein, sondern ermöglichte auch eine Konzentrationsberechnung
des in der Lösung vorliegenden Proteins. Die Kopplungsrate und der Proteingehalt
wurden wie folgt berechnet:
 Molar F/P-ratio = (A495 x C) / [A280-(0,35 x A495)]
 KonzentrationTSP (mg/ml) = (A280-(A495 x 0,35)) / E280TSP
 C = ( MWProtein x E280  Protein ) / (MWFITC  x E280 FITC)
 MWTSP =  Molekulargewicht des TSP = 450.000Da
 MWFITC = Molekulargewicht des FITC = 390Da
 E280nmTSP = Extinktionskoeffizient bei 280nm und einer Konzentration
von 1mg/ml des TSP-1 (1,05)
 E280 FITC = Extinktionskoeffizient bei 280nm des FITC (195)
 A495= Absorption bei 495nm (FITC)
 A280= Absorption bei 280nm (Protein)
Die berechnete Kopplungsrate betrug zwischen 3 und 6 Molekülen FITC auf 1 Molekül
Thrombospondin-1.
Puffer für die FITC-Markierung des TSP-1
♦ Ca2+-TBS-Puffer (pH7,4):
• 10mM Tris
• 150mM NaCl
• 2mM CaCl2
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3.6. Von-Willebrand-Faktor
3.6.1. Aufreinigung des von-Willebrand-Faktors
Der von Megakaryozyten und Endothelzellen gebildete von-Willebrand-Faktor (vWF)
besteht aus einem bis zu circa 1,8MDa großen Multimer, dessen Monomere jeweils
etwa 260.000Da groß sind. Jedes Monomer hat eine Bindungsstelle für den Faktor VIII
und dient somit unter anderem als Cofaktor bei der Plättchenadhäsion. Der von-
Willebrand-Faktor liegt bereits in hoher Konzentration im Präparat Haemate® HS 500
vor. Um die Multimere des vWF durch Gelfiltrations-Chromatographie von den übrigen
Bestandteilen abzutrennen, wurde eine Gelfiltrations-Chromatographie-Säule (BioRad,
München) mit einem Säulenvolumen von 177ml und einem Innendurchmesser von
1,5cm verwendet. Die Säule wurde dazu zunächst mit einem BioGel A-15-m-medium
(BioRad, München) befüllt und anschließend  Tris-HCl Puffer, der zusätzlich
Proteaseinhibitoren enthält, äquilibriert.
Das Trockenpulver von zwei Hämate-Präparaten wurde in möglichst wenig Aqua
destillata (circa 5ml) vorsichtig aufgelöst und anschließend auf die Säule aufgetragen.
Zum Eluieren des von-Willebrand-Faktors wurde dann ebenfalls der Tris-HCl-Puffer
verwendet. Auf Grund der Größe des vWF konnte er in den ersten Proteinfraktionen
von der Säule eluiert werden und aufgefangen werden. Kleinere Proteine werden in
den Poren des Gels zurückgehalten. Um die Reinheit zu bestimmen wurde eine SDS-
PAGE mit anschließender Silberfärbung durchgeführt (vgl. Abb.3.4.).
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Slot
Protein-
Größe
(kDa)
Marker 2.-5.Slot- keine
Proteine
6. 7. 8. 9 10. 11. 12.
97kDa
            vWF-
Monomer
Abb. 3.4. SDS-PAGE des aufgereinigten von-Willebrand-Faktors (7,5%iges Gel) in reduzierter
Form. Nachweis der vWF-Monomere in den Slots 6-11. Der verwendete MW-Marker zeigt
eine Bande bei 97kDa.
Verwendeter Puffer für die vWF-Aufreinigung
♦ Tris-HCl- Puffer (pH= 7,35) :
• Tris 50mM
• NaCl 150mM
• Tri-Natrium-Citrat 5mM
• PMSF 1mM
• Leupeptin-Hemisulfat  2µM
3.6.2. FITC-Markierung des von Willebrand Faktors
Um den an die Thrombozyten angebundenen vWF im Durchflußzytometer nachweisen
zu können, wurde der vWF (modifiziert nach GOTO, 1995) mit dem
Fluoreszenzfarbstoff FITC gekoppelt. Der vWF-Lösung wurde dazu soviel  FITC an
Celite 10% (Calbiochem, Bad Soden) zugesetzt, dass ein Konzentrationsverhältnis von
60:1 zwischen dem vWf und dem FITC entsteht. Die Lösung wurde bei 4°C in
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Dunkelheit für 30min auf einem Schüttler inkubiert und anschließend 5min bei
13000rpm und Raumtemperatur zentrifugiert, um die nicht gelösten FITC-Moleküle zu
entfernen. Um nun die ungebundenen FITC-Moleküle von den an den vWF
angebundenen Molekülen abzutrennen, wurde der Überstand auf Sephadex G-25M
PD-10 Gelfiiltrationssäulen (Amersham, Schweden) aufgetragen, die zuvor mit Ca2+-
TBS-Puffer äquilibriert worden waren.
Die Bestimmung des Molekülverhältnis vom FITC zum vWF und die vWF-
Konzentration in der eluierten Lösung wurde anlog der Berechnung bei der Koppelung
des TSP mit FITC durchgeführt. Die Proben wurden zu diesem Zwecke zunächst
photometrisch bei 495nm und 280nm gemessen und anschließend die Berechnungen
nach den folgenden Formeln durchgeführt. Die Proteinkonzentration wurde ferner
nochmals durch einen BCA-Test kontrolliert und die Lösung anschließend bei –80°C
bis zur Verwendung eingefroren.
 Molar F/P-ratio = (A495 x C) / [A280-(0,35 x A495)]
 KonzentrationvWF (mg/ml) = (A280-(A495 x 0,35)) / E280vWF
 C = ( MWvWF x E280 vWF ) / (MWFITC  x E280 FITC)
 MWFITC = Molekulargewicht des FITC = 390Da
 MW vWF = Molekulargewicht vWF= 260000Da
 E280 vWF = Extinktionskoeffizient vWF= 0,7
 E280 FITC = Extinktionskoeffizient FITC  = 195
 A495= Absorption bei 495nm (FITC)
 A280= Absorption bei 280nm (Protein)
Verwendeter Puffer für die FITC-Markierung des vWF
♦ Ca2+- TBS-Puffer (pH 7,4):
• 10mM Tris
• 150mM NaCl
• 2mM CaCl2
3.7.  Kopplung von Fibrinogen mit FITC (modifiziert nach Xia et al, 1996)
Auf 10mg humanes lyophilisiertes Fibrinogen (Enzym Research Labs, U.S.A.) wurden
5mg des Fluoreszenzfarbstoffes FITC an Celite 10% (Calbiochem, Bad Soden)
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gegeben und das Gemisch mit 4,5ml PBS-Puffer versetzt. Das Gefäß wurde nun
lichtgeschützt verpackt und die Lösung unter leichter Bewegung auf einen Schüttler
gestellt. Nach einer 24stündigen Inkubationszeit wurde die Fibrinogen-FITC-Lösung in
Eppendorfgefäße pipettiert und anschließend in einer Zentrifuge für 5min bei 13.000
rpm zentrifugiert.  Die nicht gelösten Bestandteile konnten so von der Lsg. abgetrennt
werden.
Um nun die nicht gebundenen FITC-Moleküle abzutrennen, wurde die Lösung zur
Gelfiltration auf eine mit PBS-Puffer äquilibrierte Säule (Pharmacia, Freiburg) gegeben,
die mit 30 ml Sephadex-G25-coarse-Gel (Amersham, Schweden) gefüllt war und die
einen Innendurchmesser von 1,8cm hatte. Die Elution erfolgte ebenfalls durch PBS-
Puffer. Das farblich erkennbare FibFITC wurde aufgefangen, vereinigt und aliquotiert
eingefroren.
Der Proteingehalt wurde mittels eines BCA-Testes bestimmt. Das Kopplungsverhältnis
von FITC zu Fibrinogen wurde photometrisch gemessen und nach folgender Formel
berechnet:
 Molar F/P ratio = (A495 x C) / (A280-(A495 x 0,35))
 C = (MW Fibrinogen  x E280Fibrinogen) / (MW FITC x E280FITC)
 A495 = Absorption bei 495nm (FITC)
 A280 = Absorption bei 280nm (Protein)
 MW FITC  = Molekulargewicht FITC= 390Da
 MWFibrinogen = Molekulargewicht Fibrinogen=340.000Da
 E280 Fibrinogen = Extinktionskoeffizient Fibrinogen= 1,51
 E280 FITC = Extinktionskoeffizient FITC= 195
Das berechnete Verhältnis lag bei ca. 6 FITC-Molekülen zu einem Fibrinogen-Molekül.
Verwendeter Puffer für die FITC-Markierung des Fibrinogens
♦ PBS-Puffer (pH 7,4):
• 137 mM Natriumchlorid
• 2,7mM Kaliumchlorid
• 10,3mM Natriumdihydrogenphosphat
• 1,47mM Kaliumhydrogenphosphat
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3.8. Koppelung des Faktors VIIa mit FITC
Der in dieser Arbeit verwendete rekombinante Faktor VIIa (FVIIa) liegt im Präparat
NovoSeven® (Nordisk, Dänemark) in konzentrierter Form vor. Es wurde analog zur
FITC-Markierung von TSP-1 verfahren und 4,8mg  des Trockenpulvers von
NovoSeven® mit 4,8ml Ca2+-TBS-Puffer versetzt. Der Versuchsansatz wurde bei 4°C
über 24h und unter leichtem Schwenken in Dunkelheit inkubiert.
Die Probe wurde dann bei 13.000 rpm über 5min zentrifugiert um ungelöste FITC-
Bestandteile abzutrennen. Die ungebunden FITC-Moleküle wurden mittels Gelfiltration
entfernt. Zu diesem Zweck wurde der Überstand  auf eine Sephadex G-25M PD-10
Gelfiltrations-Säule (Amersham, Schweden) aufgetragen, nachdem die Säulen zuvor
mit mindestens 30ml Ca2+-TBS-Puffer äquilibriert worden waren. Auf jede Säule
wurden 2,5ml Probe aufgetragen und anschließend die gelabelten Proteine mit 3,5ml
des Ca2+-TBS -Puffers von der Säule gewaschen.
Um zu berechnen wieviele Moleküle FITC an ein Protein gebunden haben, wurde die
gewonnene Lösung photometrisch  bei 280nm (Absorption von Proteinen) und 495nm
(Absorption von FITC) ausmessen. Das ermittelte Verhältnis lag dabei zwischen  0,4
und 0,95 Molekülen FITC pro Molekül FVIIa, so daß durch diese Methode nicht jeder
FVIIa mit FITC markiert werden konnte (MCCALLUM, 1996). Die Proteinkonzentration
in der Lösung wurde durch einen BCA-Test ermittelt. Das Verhältnis von FITC zum
FVIIa wurde nach folgender Formel berechnet:
 Molar F/P = A495 x C / (A280 - (0,35 x A495))
 C = (MW F VIIa  x E280F VIIa) / (MW FITC x E280FITC)
 A495 = Absorption bei 495nm (FITC)
 A280 = Absorption bei 280nm (Protein)
 MW FITC  = Molekulargewicht FITC = 390Da
 MWF VIIa = Molekulargewicht F VIIa =50.000Da
 E280 F VIIa = Extinktionskoeffizient F VIIa = 1,39
 E280 FITC = Extinktionskoeffizient FITC = 195
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Verwendeter Puffer für die Koppelung des Faktors VIIa mit FITC
♦ Ca2+- TBS-Puffer (pH 7,4):
• 10mM Tris
• 150mM NaCl
• 2mM CaCl2
3.9. Koppelung des Faktors XIII mit FITC
Um den fibrinstabilisierenden Faktor XIII (F XIII) mit FITC zu koppeln, wurde das
Produkt Fibrogammin® HS (Centeon Pharma, Marburg) verwendet, da es bereits
aufkonzentrierten Faktor XIII enthält. Fibrogammin® HS, welches 1250I.E. FXIII enthält,
wurde zunächst in 15ml Aqua dest. aufgelöst bevor 12,5mg FITC an Celite 10% (
Calbiochem, Bad Soden) hinzugefügt wurden. Der gesamte Ansatz wurde über Nacht
bei einer Temperatur von 4°C unter leichter Bewegung inkubiert. Am folgenden Tag
wurde die Lösung für 5min bei 13.000 rpm und Raumtemperatur zentrifugiert, um die
nicht gelösten FITC-Moleküle abzutrennen.
Um die nichtgebundenen FITC-Moleküle von den gebundenen abzutrennen, wurden je
2,5ml des Überstandes auf eine Sephadex G-25M PD-10 Gelfiltrations-Säule
(Amersham, Schweden) aufgetragen, die zuvor mit Ca2+-TBS-Puffer äquilibriert worden
war. Die gelabelten Proteine wurden anschließend mit 3,5ml Ca2+-TBS-Puffer von der
Säule gewaschen, während nicht gebundenen FITC-Moleküle auf der Säule
verblieben.
Die Proteinmenge wurde mittels BCA-Test gemessen und die Kopplungsrate eines
Moleküls Faktor XIII mit FITC durch folgende Formel errechnet:
 Molar F/P= A495 x C / (A280- (0,35 x A495))
 C = (MW F XIII  x E280F XIII) / (MW FITC x E280FITC)
 A495 = Absorption bei 495nm (FITC)
 A280 = Absorption bei 280nm (Protein)
 MW FITC  = Molekulargewicht FITC = 390Da
 MWF XIII = Molekulargewicht F XIII =320.000Da
 E280 F XIII = Extinktionskoeffizient F XIII = 1,38
 E280 FITC = Extinktionskoeffizient FITC= 195
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Das durch diese Formel berechnete Molkülverhältnis zwischen Faktor XIII und FITC
betrug etwa 2,3 Moleküle FITC pro Molekül Faktor XIII.
Verwendeter Puffer für die FITC-Markierung des Faktors XIII
♦ Ca2+- TBS-Puffer (pH 7,4):
• 10mM Tris
• 150mM NaCl
• 2mM CaCl2
3.10. Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese
         und Silberfärbung
3.10.1. Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS- Page)
Die SDS-Page ist ein Verfahren, um Proteine entsprechend ihrem Molekulargewicht
aufzutrennen und zu identifizieren.
Gelvorbereitung für kleine Gele (10cm x 8cm)
Um eine Gelelektrophorese durchführen zu können, wurde zunächst zwischen zwei
Glasplatten, die durch 2 Spacer voneinander getrennt waren, ein Trenngel mit 7,5%
Acrylamid (ICN, Meckenheim) gegossen. Das 0,2%-ige Bisacrylamid in der
Trenngellösung, bewirkte während der Polymerisation eine Quervernetzung zwischen
den Molekülen. Zur Auspolymerisation wurden die Gele jeweils in einen Kühlschrank
gestellt.  Eine glatte Oberkante des Gels konnte durch Überschichten des Gels mit
Aqua dest. während der Auspolymerisation erreicht werden. Nachdem das Gel fest
geworden war, wurde das A. dest. abgegossen, ein Kunststoffkamm zwischen die
Glasplatten gesetzt und das Trenngel luftblasenfrei mit der Lösung für das 4,5%-ige
Sammelgel überschichtet. Beim Vorbereiten der beiden Gele wurde darauf geachtet,
daß der Radikalstarter APS (Ammoniumpersufat) und der Katalysator TEMED
(Tetramethylendiamin) jeweils zuletzt hinzugegeben wurden, da diese die
Polymerisation starten.
Probenvorbereitung für kleine Gele
Um reduzierte Proben mit gespaltenen Disulfidbrücken herzustellen, wurden 50µl der
Material und Methoden                                                                                                   66
Proteinproben mit 5µl DTE (Dithioerythreitol)-Lösung und 50µl Auftragspuffer versetzt
und für 5min gekocht. Gleichzeitig wurden zu 5µl High-Range Prestained SDS-PAGE
Standard-Marker (BioRad, U.S.A.) 10µl Auftragspuffer und 2,5µl DTE-Lösung gegeben
und der Ansatz zusammen mit den Proteinproben zur Reduktion der Proteine gekocht.
Anschließend wurden in beide Ansätze weitere 5µl DTE hinzugefügt und die Proben
10min lang bei Raumtemperatur auf einen Schüttler gestellt. Anschließende Zugabe
von 10µl IAA-Lsg (Iodacetamid-Lsg) und Inkubation über 15min entfernte das DTE und
markierte die Proben zugleich farblich, so dass die Laufstrecke der Proben während
der Elektrophorese identifiziert werden konnte.
Bei nicht-reduzierten Proben wurden je 50µl Proteinprobe, 50µl Auftragspuffer sowie
10µl  einer 0,04M N-Ethylmaleinimid (NEM)-Lsg gemischt. Als Marker wurde ein High-
Range Prestained SDS-PAGE Standard-Marker (BioRad, U.S.A.) verwendet, von dem
5µl mit  10µl Auftragspuffer und 5µl NEM-Lösung versetzt wurden. Beide Ansätze
wurden für 5min gekocht und anschließend bei Raumtemperatur auf einen Schüttler
gestellt. Nach 10min wurden jedem Ansatz 5µl der IAA-Lösung hinzugefügt, die
0,014M Bromphenolblau enthält.
Der sowohl bei reduzierten als auch bei nicht-reduzierten Proben eingesetzte „High-
Range“-Marker (BioRad, U.S.A.) enthielt Proteine mit einem Molekulargewicht
zwischen 45kDa und 200kDa. Dies erlaubte eine Abschätzung der Größe, der in den
Proben enthaltenen Proteine  und erleichterte damit eine Identifikation.
Zusätzlich wurde eine Pufferlösung hergestellt, die im Gel zwischen Marker und
Proben aufgetragen wurde um ein Vermischen von Marker und Proben zu verhindern.
Zur Herstellung wurden 50µl Auftragspuffer und 50µl PBS-Puffer zusammengefügt.
Analog zur Herstellung der reduzierten oder unreduzierten Proben wurden jeweils
DTE-Lösung oder NEM hinzugefügt und identisch weiterverfahren.
Herstellung großer Gele (16cm x 18cm)
Zur Herstellung großer Gele, die beim Nachweis des von-Willebrand-Faktors
verwendet wurden, wurde jeweils die 1,5fache Menge Sammelgel und Trenngel
hergestellt. Die Vorbereitung der Gele erfolgte analog der Herstellung der kleinen Gele.
Die Proben wurden wie in der nachfolgenden Tabelle 3.4. angegeben hergestellt. Bei
Material und Methoden                                                                                                   67
nicht zu reduzierenden Proben konnte nach dem Kochen direkt die IAA-Lösung
hinzugefügt werden.
                  Ansatz
Zusätze
Marker Puffer Proben
Marker 30µl - -
Auftragspuffer 80µl 60µl 60µl
Proben - - 80µl
PBS - 80µl -
DTE(reduziert)/
NEM(nicht red.)
6,5µl / 12µl 6µl / 12µl 6µl / 12µl
5min kochen
DTE 6,5µl 6µl 6µl
10min Schüttler
IAA 12µl 12µl 12µl
15min Schüttler
Tab. 3.4. SDS-Page: Probenherstellung für große Gele
Elektrophorese
Für die Elektrophorese wurden die Glasplatten mit dem Gel in eine mit
Elektrophoresepuffer gefüllte Elektrophoresekammer gestellt. Der Kamm wurde
vorsichtig aus dem Sammelgel entfernt und pro Slot wurden 10µl des Markers, des
Puffers und der Proben eingefüllt. Bei den großen Gelen wurden analog 60µl des
Markers, des Puffers und der Proben aufgetragen. Solange sich die Bromphenolblau-
Bande im Sammelgel befand wurde die Stromspannung bei den kleinen Gelen pro Gel
auf 15mA und bei den großen Gelen auf 25mA eingestellt. Im Trenngel wurde die
Spannung pro Gel auf 30 bzw. 100mA erhöht und erst abgestellt, sobald die BPB-
Bande die untere Gelbegrenzung  erreicht hatte.
Zur Fixierung wurde das Gel von den Glasplatten abgelöst und für 1h in einer
Gelfixierlösung aufbewahrt. Abschließend wurde die Gelfixierlösung mit der
Wasserstrahlpumpe vorsichtig abgesaugt. Vor dem Anfärben der Proteinbanden wurde
das Gel 3 x 20min in Ethanol gewaschen.
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Lösungen und Puffer für die SDS-Page
♦ Trenngel (7.5%):
• 15ml Acryl-Bisacrylamid-Lsg
• 30ml Trenngelpuffer
• 13ml A. bidest
• 30µl TEMED
• 2ml APS-Lsg (Ammoniumpersulfat-Lsg)
♦ Trenngelpuffer (pH 8,8):
• 7mM SDS (Natriumdodecylsulfat)
• 0,75M Tris
♦ Ammoniumpersulfatlsg (APS):
• 92mM Ammoniumpersulfat in A. bidest.
♦ Acryl-Bisacrylamid-Lsg (30%-ig; filtrieren und bei 4°C aufbewahren):
• 4M Acrylamid
• 0,05M  N-N-Methylenbisacrylamid    
♦ Sammelgel:
• 3,8ml Acryl-Bisacryamid-Lsg
• 12,5ml  Sammelgelpuffer
• 7,9ml  A. bidest
• 30µl TEMED
• 825µl APS-Lsg
♦  Sammelgelpuffer (pH 6,8):
• 7mM SDS  (Natriumdodecylsulfat)
• 0,25M Tris
♦ Auftragspuffer:
• 8M Harnstoff
• 0,1M Tris
• 0,07M SDS  (Natriumdodecylsulfat)                                                                                            
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♦ DTE-Lösung:
• 0,2M DTE in Auftragspuffer
♦ IAA-Lösung:
• 778mM IAA (Iodacetamid) in einer 1:1-Lösung aus Auftragspuffer und BPB-
Lösung
♦ BPB-Lösung:
• 0,014M BPB in Auftragspuffer
♦ NEM-Lösung (pH 7,4):
• 0,04M NEM in PBS-Puffer
♦ Gelfixierlösung:
• 12,5M Methanol
• 1,66M Eisessig
♦ Elektrophoresepuffer:
• 25mM   Tris
• 0,2M Glycin
• 3mM SDS  (Natriumdodecylsulfat)                                                                       
♦ PBS-Puffer (pH 7,2-7,4):
• 13,7mM  NaCl
• 0,26mM KCl
• 0,8mM Na2HPO4 x 2H2O
• 0,14mM KH2PO4  
3.10.2. Silberfärbung (modifiziert nach Blum 1987)
Nachdem die Proteine in der SDS-Page aufgetrennt wurden, erfolgte ihr Anfärben
durch eine Silberfärbung. Die Silberkationen treten dabei in Wechselwirkung mit den
Proteinen und werden zu elementarem Silber reduziert, welches die Proteine braun-
schwarz färbt.
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Um eine Hintergrundfärbung zu verhindern wurde für eine Minute eine Thiosulfat-
Lösung auf das Gel gegeben, die mit dem ungebundenen Silbernitrat einen löslichen
Komplex bildet.  Nach dem Absaugen der Lösung wurde das Gel über 3 x 20
Sekunden mit A.dest. gewaschen, bevor das  Färben über 20min in Silbernitratlösung
begonnen wurde. Entwickelt wurde die Färbung, indem einmal kurz und anschließend
etwas länger Entwicklerlösung auf das Gel gegeben wurde bis die Proteinbanden
deutlich zu sehen waren. Die Färbereaktion ließ sich durch zweimaliges, einminütiges
Waschen in einer EDTA-haltigen Stopplösung abbrechen. Abschließend wurde das
Gel für 10 Minuten in Fotofixierlösung gelegt, dann für ca. 30min in A. dest. gewaschen
und zuletzt auf einem Geltrockner getrocknet.
Lösungen und Puffer für die Silberfärbung:
♦ Ethanol-Waschlösung:
• 6,522M Ethanol
♦ Thiosulfatlösung:
• 0,8M Thiosulfat
♦ Silbernitratlösung in A.bidest.:
• 0,012M AgNO3  (Silbernitrat)
• 0,002M Formaldehyd
♦ Entwicklerlösung:
• 0,566M NaCO3
• 0,016mM   Thiosulfat
• 0,005M Formaldehyd
♦ Stopplösung:
• 0,013M EDTA
♦ Foto-Fixierlösung:
• 20ml Superfix® Fixierlsg.  (Tetanal, Norderstedt)
• Aqua dest.  ad 200ml
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3.11.  BCA-Test zur Proteinkonzentrationsbestimmung
Der BCA-Test dient der photometrischen Bestimmung des Proteingehalts einer
Lösung. Er basiert auf der Bildung eines stabilen violetten Kupfer-Komplexes. An den
Peptidbindungen oder an oxidierbaren Aminosäuren von Proteinen wird Cu2+ zu Cu+
reduziert. Kommen diese Cu+-Ionen im alkalischen Milieu in Kontakt mit BCA
(Bicinchoninicsäure) bildet sich der typisch violette [Cu(BCA)2]
+-Komplex, dessen
Absorption bei 562nm über einen großen Bereich zur Proteinkonzentration proportional
ist. Zur Bestimmung der Proteinkonzentration einer Lösung wurde eine
Standartverdünnungsreihe einer Rinderalbuminlösung bekannten Proteingehalts
angelegt, die mit dem, der Probe entsprechendem Puffer eingestellt wurde (vgl. Tab.
3.5.). In die Wells einer „Elisa-Platte“ wurden 25µl jeder Verdünnungsstufe bzw. jeder
Probe vorgelegt und anschließend jeweils 200µl der BCA-Lsg. (5ml Reagenz 1 + 100µl
Reagenz 2) hinzugegeben. Die BCA-Lösung enthält dabei die für die Reaktion
notwendigen Cu2+-Ionen (enthalten in Reagenz 2) und die Bicinchoninicsäure
(enthalten in Reagenz 1).
Die „Elisa-Platte“ wurde schließlich zum Verdunstungsschutz mit Folie abgedeckt und
eine halbe Stunde bei 37°C inkubiert. Um den Proteingehalt zu messen, wurde dann
im Elisareader die Extinktion bei einer Wellenlänge von 578nm gemessen, aus den
Werten der Standartreihe eine Vergleichsgerade erstellt und schließlich der
Proteingehalt der Proben abgelesen. Da bei Proteinkonzentrationen oberhalb von circa
1mg/ml die photometrische Messung ungenau wird, wurden Verdünnungen hergestellt
und gemessen.
Konzentration Albuminlösung (2mg/ml) Puffer
0µg/ml 0µl 1000µl
200µg/ml 100µl 900µl
400µg/ml 200µl 800µl
600µg/ml 300µl 700µl
800µg/ml 400µl 600µl
1000µg/ml 500µl 500µl
Tab. 3.5.Verdünnungsschema für die Standardverdünnungsreihe
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3.12. Durchflußzytometrie
Die Durchflußzytometrie ist ein Analyseverfahren bei dem einzelne in einer Suspension
gelöste Partikel oder Zellen durch ein optisches Meßsystem quantitativ und qualitativ
untersucht werden können. Das optische Meßsystem ist in der Lage Fluoreszenz- und
Streulichtsignale einzelner von einem Laser angeregter Zellen zu detektieren. Dabei
können durch Streulichtsignale Rückschlüsse auf Zellgröße, Granularität,
Membranfaltung und äußere Form gezogen werden, während die Meßung der
Fluoreszenz die Identifizierung von direkt oder indirekt mit Fluorochromen markierten
Zellen ermöglicht. Da diese Signale simultan gemessen werden können ist es so
möglich die Zellen zu charakterisieren, zu identifizieren und bestimmte Eigenschaften
zu untersuchen. Die ermittelten Daten basieren auf relativen Meßsignalen, so dass es
nur mit Hilfe von sogenannten Standartbeads möglich ist indirekt Rückschlüsse auf
absolute Wert zu ziehen.
Der Aufbau des FACScan kann in mehrere Bauteile gegliedert werden:
                                                                                             -Flüssigkeitssystem
                                                                                             -Optisches System
                                                                                             -Signalverarbeitung
Das Flüssigkeitssytem
Die zu untersuchende Zellsuspension wird mittels Überdruck durch eine Stahlkapillare
in die Meßkammer transportiert in der sie sich mit sogenannter „Hüllstromflüssigkeit“
vereinigt. Durch „hydrodynamische Fokussierung“ werden die Zellen der Suspension
so stark beschleunigt, daß gewährleistet ist, daß sie aufgereiht nacheinander am Laser
vorbei transportiert werden.
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Abb. 3.7. Hydrodynamische Fokussierung. Die Zellen der Probensuspension werden mit
Überdruck beschleunigt und gelangen so hintereinander aufgereiht in die Analysezelle des
Zytometers, wo sie einzeln vom Laserstrahl getroffen werden.
Das optische System
Um die Zellen zu untersuchen wurde ein FACScan der Firma Becton Dickinson
(Heidelberg) verwendet, welches mit einem Argonlaser ausgestattet ist, verwendet. Der
luftgekühlte Argonlaser zeichnet sich dadurch aus, dass er Licht emittiert das
monochromatisch ist, von hoher Energiedichte ist, gerichtet ist, sowie kohärent ist. Die
emittierte Wellenlänge liegt im Blaulichtbereich und beträgt 488nm, so dass gängige
Fluorochrome wie Fluoreszeinisothiocyanat (FITC), Phycoerytherin (PE) oder
Peridinin-Chlorophyll (PerCP) von ihr angeregt werden.
Die von den Fluorochromen absorbierte Lichtenergie hebt Elektronen auf ein höheres
Energieniveau. Als Fluoreszenz wird bezeichnet, wenn die Elektronen wieder auf ein
niedrigeres Energieniveau zurück springen und dabei Photonen aussenden. Bei
diesem Vorgang geht ein Teil der Energie in Form von Wärme verloren, so dass das
gebildete Licht energieärmer und damit langwelliger ist, als das Anregungslicht. Um
verschiedene Fluorochrome bei einer Messung voneinander unterscheiden zu können
ist es wichtig, dass sich die Fluorochrome zwar durch den gleichen Lichtstrahl anregen
lassen, aber Licht unterschiedlicher Wellenlänge emittieren. Die in dieser Arbeit
verwendeten Fluorochrome FITC (Exzitation 495nm; Fluoreszenz 525nm) und PE
(Exzitation 488 u. 565nm; Fluoreszenz 578nm) lassen sich aus diesem Grund gut
kombinieren.
Laserstrahl
Probensuspension
Trägerflüssigkeit
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Abb. 3.6. Emissionsspektrum der Fluoreszenzfarbstoffe FITC und PE bei Anregung mit dem
Argonlaser (Wellenlänge: 488nm).
Sobald der Laser auf  die Zelle trifft, kommt es zur Streuung des einfallenden Lichts
und zur Veränderung der Wellenlänge. Es kann dabei ein sogenanntes
Vorwärtsstreulicht (FSC) und ein sogenanntes Seitwärtsstreulicht (SSC) unterschieden
werden. Der größte Teil der Lichtstreuung findet als Vorwärtsstreulicht im
Kleinwinkelbereich (0-10°) des einfallenden Strahls statt. Die Menge des
Vorwärtstreulichtes gibt Hinweise auf die Größe der untersuchten Zelle. Ein geringerer
Teil des Lichtes streut seitwärts (90°) und gibt Hinweise über Granularität,
Membranfaltung und äußere Form der Zelle.
Das optische System gliedert sich in einen Anregungs- und einen Detektionsteil. Der
Anregungsteil dient dazu den Laserstrahl zu formen, während der Detektionsteil zur
Erfassung des Vorwärtsstreulichtes, des Seitwärtsstreulichtes und der Fluoreszenz
dient (vgl. Abb. 3.7.).
Es können zwei Baugruppen unterschieden werden von denen die eine zur Detektion
des FSC und die andere zur Messung der Fluoreszenz und des SSC dient. Das
emittierte Fluoreszenzlicht wird durch verschiedene Filter geleitet um die gleichzeitige
Messung mehrerer Parameter zu ermöglichen. Im verwendeten FACScan sind vier
verschiedene Filter eingebaut die der Erfassung des SSC (488/10-BP-Filter),der FITC-
Konjugate (530/30-BP-Filter), PE-Konjugate (585/45-BP-Filter) sowie der PerCP und
Material und Methoden                                                                                                   75
PI-Markierungen (620/LP-Filter) dienen. Aufgrund dieser Anordnung ist es möglich bis
zu fünf Parameter einer Zelle gleichzeitig zu detektieren.
Abb. 3.7. Aufbau eines Durchflusszytometers. Der Laserstrahl (1), der auf die Zelle in der
Messküvette (2) trifft wird nach vorne und zur Seite gestreut. Ein System aus Spiegeln und
Filtern leitet das Licht Photodetektoren zu, die die Signale in elektrische Impulse umwandeln.
(3=Blockerstreifen,4=Sammellinse, 5=Teilerspiegel, 6=Photodiode, 7= Lichtfilter, 8=
Photomultiplier)
Signalverarbeitung
Photoröhren (photomultipler tube) und Photodioden konvertieren schließlich das
einfallende Licht je nach Stärke in elektrische Impulse. Die Photodiode wandelt dabei
das intensivere Vorwärtsstreulicht um, während das Seitwärsstreulicht und die
Fluoreszenz von empfindlicheren Photoröhren umgewandelt und verstärkt werden.
Damit echte Signale von Störsignalen unterschieden werden können ordnet das
FACScan jeder erfassten Zelle ein mit einer bestimmten Latenzzeit erfaßtes Signal zu.
Außerdem wird am Durchflußzytometer ein elektronischer Schwellenwert für den FSC,
der sogenannte Threshold, eingestellt, der zu schwache Signale herausfiltert.
Das in der Arbeit verwendete FACScan kann Signale sowohl im logarithmischen als
auch im linearen Modus verstärken. Die Wahl welche Verstärkung gewählt wird ist von
der Dynamik des Meßbereichs abhängig. Kleine Zellen wie Thrombozyten senden zum
Beispiel im FSC und SSC-Modus nur schwache Signale aus, so dass eine
logarithmische Signalverstärkung zu einer optimaleren Auflösung der Zellpopulationen
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führt. Schwache Signale werden eher gespreizt, während stärkere Signale eher
komprimiert werden. Bei größeren Zellen wie Leukozyten bietet es sich auf Grund ihrer
Größe an eine lineare Verstärkung im FSC- und SSC-Modus zu wählen, da die hier
stärkeren Signale so besser aufgelöst werden. Immunfluoreszenzen werden einheitlich
im logarithmischen Modus verstärkt, da hier der Meßbereich sehr variabel ist und
sowohl starke als auch schwache Signal dargestellt werden können.
Mittels eines Analog-/Digitalwandlers (ADC) wird die in Volt gemessene
Signalintensität in digitale Signale umgewandelt, die jeweils einer Klassenzahl
(Kanalzahlen) zugeordnet sind. Das verwendete FACScan arbeitet mit insgesamt 1024
Kanälen. Jeder gemessen Intensität wird genau ein Kanal zugeordnet.
Auswertung am Computer
Zur Auswertung der Ergebnisse werden die Daten an einen Computer übertragen und
mit verschiedenen graphischen Darstellungen ausgewertet. In
Einparameterdarstellungen werden die Anzahl der Zellen (Ordinate) gegen die Kanäle
(Abzisse) in Histogrammform aufgetragen. In Zweiparameterdarstellungen werden
hauptsächlich FSC und SSC gegeneinander aufgetragen, so daß sich ein
Punktehistogramm (Dot-plot) ergibt. Durch spezifische Antikörpermarkierungen ist es
aber auch möglich Fluoreszenzen gegeneinander, gegen FSC oder gegen den SSC
aufzutragen. Während oder nach einer Messung ist es außerdem möglich, durch
sogenanntes „Gating“ einzelne Zellpopulationen getrennt von anderen Zellen zu
untersuchen. Zur Identifizierung der Thrombozyten, der PMNL und der Monozyten
wurde ein Punktehistogramm verwendet, bei dem FSC gegen SSC aufgetragen wird.
Aufgrund der unterschiedlichen Größe und Granularität konnten die Zellpopulationen
im Dot-plot identifiziert werden und durch die unterschiedlich gesetzten Gates getrennt
untersucht werden (SCHMITZ UND ROTHE,1994; RAFFAEL, 1988).
3.12.1. Thrombozytenuntersuchungen am Durchflußzytometer
Um das Verhalten der Thrombozyten während der Sepsis genauer zu untersuchen,
haben wir einerseits die Expression oder die Bindung verschiedener Proteine ex vivo
gemessen und andereseits in vitro durch zusätzliche Aktivierung getestet, in wie weit
die Thromozyten noch in der Lage waren, auf Stimulie zu reagieren. Die
Schafthrombozyten neigten sehr schnell dazu Thrombozytenaggregate zu bilden, was
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zu Fehlmessungen geführt hätte. Durch die Bindung von Fibrinogen und anderer
zytoadhäsiver Proteine an die Fibrinogen-Rezeptoren (GPIIb/IIIa) aktivierter Plättchen
erfolgte rasch eine Quervernetzung der Thrombozyten. Diesen Prozeß konnten wir
durch den Zusatz des Tetrapeptides Gly-Pro-Arg-Pro (GPRP; Bachem, Weil am
Rhein), das an Fibrinogen bindet und die Polymerisation von Fibrin-Monomeren
inhibiert, blockieren. Außerdem verhält es sich stabil gegenüber proteolytischen
Einflüssen und beeinträchtigt die Thrombinaktivität nicht (LAUDANO, 1978;
MICHELSON, 1991) GPRP wurde sowohl den Ansätzen zur Untersuchung der
Thrombozyten als auch den Ansätzen mit Vollblut zugesetzt.
Die Auswertung aller unter 3.12.1. beschriebenen Versuchsansätze erfolgte über ein
Gaten der Thrombozyten im FSC/SSC-Modus (vgl. Abb. 3.8.) und Bestimmung der
durch FITC ausgelösten mittleren Fluoreszenz im Gate. Die nicht im Gate liegenden
Thrombozyten und Zelltrümmer wurden nicht in die Auswertung miteinbezogen.
Abb. 3.8. Gegatete Thrombozyten im Dot-plot
3.12.1.1. Gewinnung und Präparation von Schafsthrombozyten
Um plättchenreiches Plasma zu gewinnen, wurde den Schafen aus einem zentral-
venösen Zugang vorsichtig 10ml Natriumcitrat-Vollblut (110mmolare
Natriumcitratlösung im Verhältnis 1:10) entnommen und die Probe anschließend
unverzüglich ins Labor verbracht. Die frischen Proben wurden bei 1400 rpm und
Raumtemperatur über 15 min zentrifugiert und anschließend der thrombozytenreiche
Überstand abpippertiert. Die Zellzahl wurde mittels eines Cellcounters bestimmt. Die
Anzahl der Zellen pro Ansatz wurde auf 50.000/µl mit Ca2+-TBS-Puffer eingestellt,
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wobei ad 100µl eines Ansatzes ein µl GPRP hinzugefügt wurde um ein Clotten der
Thrombozyten zu verhindern.
3.12.1.2. Zellzahlbestimmung
Die Thrombozytenkonzentration wurde mittels eines Zellzählgerätes (System 9000,
Serono Baker Diagnostics, U.S.A.) bestimmt. Hierzu wurden 40µl des
thrombozytenreichen Plasmas in 10ml „Rinse“-Puffer verdünnt. Die Lösung wurde über
eine Kapillare in das Gerät gesogen und analysiert. Die berechnete Zellkonzentration
wurde in Thrombozyten pro µl angegeben.
3.12.1.3. Messung des in vivo an Thrombozyten gebundenen Fibrinogens
Zur Messung des bereits in vivo an Thrombozten gebundenen Fibrinogens wurde vom
gewonnen PRP soviel abpipettiert, dass die Zellzahl in einem 100µl Ansatz hiermit auf
50.000 pro µl eingestellt werden konnte. Dem PRP wurde 1µl GPRP zugefügt und die
gesamte Suspension auf 100µl mit Ca2+-TBS-Puffer (siehe 3.6.1) aufgefüllt. Nach
10min Inkubationszeit wurden dem Ansatz 100µl 1%ige Formaldehyd-Lösung
zugesetzt und für 30min stehen gelassen. Um das Formaldehyd schließlich wieder
herauszuwaschen, wurde dem Ansatz 1ml Ca2+-TBS-Puffer hinzugefügt, alles bei
2200rpm für 10min zentrifugiert und anschließend der Überstand abgesaugt. Der
Zellsuspension wurden 10µl eines FITC-markiertem Anti-Fibrinogen-Antikörpers
(DAKO) zugesetzt und für eine halbe Stunde inkubiert. Damit die nicht gebundenen
Antikörper schließlich nicht zu Fehlmessungen führten, wurde der Ansatz noch einmal
mit 1ml Ca2+-TBS-Puffer  gewaschen, 10min bei 2200rpm zentrifugiert und der
Überstand erneut abgesaugt. Zur Messung im FACS wurden noch einmal ca 300µl
Ca2+-TBS-Puffer hinzugefügt, damit die Zellkonzentration im Ansatz nicht zu groß war.
3.12.1.4. Bindungsfähigkeit der Thrombozyten für Fibrinogen, vWF und Faktor
               XIII ex vivo (A), sowie nach zusätzlicher Aktivierung in vitro (B)
Im Rahmen der Thrombozytenmessungen wurde untersucht, wie die Bindungsfähigkeit
der Thrombozyten für Fibrinogen, vWF und Faktor XIII ex vivo ist (A), sowie nach
zusätzlicher Stimmulierung durch verschiedene Agonisten in vitro (B). Das
Bindungsvermögen der Thrombozyten für Fibrinogen in vitro wurde dabei nach
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Stimmulierung der Thrombozyten durch Kollagen Typ I und TRAP (Thrombin Receptor
Activating Peptide) untersucht und das Bindungsvermögen für Faktor XIII nach
Aktivierung mit Kollagen Typ I. Das Bindungsvermögen für den vWF wurde nach
Aktivierung mit Ristocetin A untersucht. Ristocetin wurde ursprünglich als Antibiotikum
entwickelt. Da sich zeigte, daß es zu einer Konformationsänderung im von-Willebrand-
Faktor-Molekül führt, die wiederum eine Anbindung an Thrombozyten ermöglicht, kann
es in der klinischen Praxis nicht systemisch verwendet werden.
Für die ex vivo (A) und die in vitro (B) Untersuchungen der 3 FITC-gelabelten Proteine
konnte jeweils ein Versuchsansatz hergestellt werden (vgl. Tab. 3.6.), der beiden
Untersuchungen als Grundlage diente. Die Konzentration der Thrombozyten im
Versuchsansatz wurde jeweils mit Ca2+-TBS-Puffer auf 50.000 PLT/µl eingestellt.
Ansatz
Ansatzvolumen
GPRP Zielkonzentration der
FITC-gelabelten Proteine
im Ca2+-TBS-Puffer
PRP-Ziel-
konzentration
TBS
1 (Fibrinogen)
600µl
6µl 150µg/ml Fibrinogen-FITC 50.000 Zellen/µl ad 600µl
2 (Faktor XIII)
350µl
3,5µl 300mg/ml Faktor XIII-FITC 50.000 Zellen/µl ad 350µl
3 (vWF)
350µl
3,5µl 75µg/ml vWF-FITC 50.000 Zellen/µl ad 350µl
Tab. 3.6. Versuchsansätze zur Messung der ex vivo-Bindung, sowie der in vitro-Bindung nach
Aktivierung, von Fibrinogen, vWF und Faktor XIII an Thromboyten.
A) Bindungsverhalten von Fibrinogen-FITC, Faktor XIII-FITC und vWF-FITC an
      Thrombozyten ex vivo
Zur Bestimmung der ex vivo Bindung des jeweiligen Proteins an Thrombozyten wurden
von jedem der drei Ansätze 100µl in ein FACS-Röhrchen pipettiert. Nach 10 minütiger
Inkubationszeit wurde zur Fixierung 100µl einer 1%igen Formaldehyd-Lösung
hinzugefügt. Es wurde dann eine 30 minütige Einwirkzeit eingehalten, bevor in jedes
FACS-Röhrchen zunächst 1ml Ca2+-TBS-Puffer pipettiert und dann alles bei 2200rpm
zentrifugiert wurde. Der Überstand wurde anschließend abgesaugt, um eine
Schädigung der Zellen durch das Formaldehyd zu verhindern und gleichzeitig alle nicht
gebundenen Proteine aus den FACS-Röhrchen heraus zu waschen. Nach dem
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Absaugen und Zugabe von etwa 300µl Ca2+-TBS-Puffer konnten die Proben gemessen
werden.
B) Bindungsverhalten von Fibrinogen-FITC, Faktor XIII-FITC und vWF-FITC an
      Thrombozyten nach in vitro-Aktivierung
Für den Fibrinogen-FITC-Ansatz wurden 2 FACS-Röhrchen bereit gestellt, in die die
Aktivatoren vorgelegt wurden. Es wurden jeweils 1,5µg Kollagen und 50µM TRAP
vorgelegt. Zur Aktivierung wurden aus den Ansatzröhrchen schließlich jeweils 100µl
entnommen und zu den Aktivatoren pipettiert (vgl. Tab. 3.7.). Nach exakt 3min
Inkubationszeit für jedes FACS-Röhrchen wurden die Proben mit 100µl 1%iges
Formaldehyd fixiert. Beim Faktor XIII wurde analog vorgegangen, wobei als Aktivator
ausschließlich 1,5µg Kollagen diente. Durchführung der Aktivierung und Abstoppen der
Reaktion durch Formaldehyd waren identisch. Der von-Willebrand-Faktor wurde mit
0,8µg/ml Ristocetin A, ebenfalls analog zum Vorgehen beim Fibrinogen-FITC -Ansatz,
aktiviert und abgestoppt (vgl. Tab. 3.7.).
Nach dem Abstoppen durch das 1%ige Formaldehyd wurden alle FACS-Röhrchen für
eine halbe Stunde stehen gelassen, um eine ausreichende Wirkung des Formaldehyd
zu gewährleisten. Damit die nicht an die Thrombozyten gebundenen Proteine nicht zur
Verfälschung der Meßergebnisse führten, wurde schließlich 1ml Ca2+-TBS-Puffer in
jedes FACS-Röhrchen pipettiert, alle Röhrchen 10min bei RT und 2200rpm
zentrifugiert und der Überstand abgesaugt. Zur Messung wurden zu jedem FACS-
Röhrchen 300µl Ca2+-TBS-Puffer pipettiert, um die Zellkonzentration zu verringern.
Protein Agonist ( eingesetzte Konzentration )
Fibrinogen-FITC Kollagen Typ I (1,5µg/ml)
Fibrinogen-FITC TRAP (50µM)
Faktor XIII-FITC Kollagen (1,5µg/ml)
VWF-FITC Ristocetin A (0,8µg/ml)
Tab. 3.7. FITC-markierte Proteine, deren Anbindung an Thrombozyten nach Aktivierung in vitro
durch die angegeneben Substanzen untersucht wurde. TRAP = Thrombin Receptor Activating
Peptide.
3.12.1.5. Mepacrine-Einlagerung ex vivo und nach Aktivierung in vitro
Mepacrine ist ein Fluoreszenzfarbstoff, der sich bei Kontakt mit Thrombozyten in kurzer
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Zeit in die dense bodies einlagert. Aktivierungsabhängig kommt es zu einer
Ausschüttung der Inhaltsstoffe der dense bodies, was zu einer abnehmenden
Fluoreszenz führt. Die Messung der durch Mepacrine verursachten Fluoreszenz
ermöglicht so Rückschlüsse auf die Menge der noch in den Thrombozyten
vorhandenen dense bodies und somit auf ihren Aktivierungs- bzw.
Voraktivierungszustand.
Für ein Ansatzvolumen von 1ml wurde soviel PRP in ein Ansatzröhrchen pipettiert,
dass die Thrombozytenzahl im Ansatz 25.000/µl betrug. Zu dieser Menge PRP wurden
20µl GPRP und 50µl Mepacrine gegeben. Anschließend wurde der Ansatz auf einen
Milliliter mit Ca2+-TBS aufgefüllt. In zwei FACS-Röhrchen wurden einmal 75µl Ca2+-TBS
und einmal 75µl Kollagen (15µg) vorgelegt. Zur Aktivierung wurden jeweils 500µl des
Ansatzes in die beiden FACS-Röhrchen pipettiert und die Reaktion jeweils nach exakt
5min mit 500µl 1%iger Formaldehyd-Lösung abgestoppt. Nach 30 Minuten Einwirkzeit
wurden zu den beiden FACS-Röhrchen je 2ml Tyrode/Hepes-Puffer gegeben, beide
Röhrchen bei 2200rpm und Raumtemperatur für 10min zentrifugiert und schließlich
abgesaugt. Nach dem Absaugen wurden die Proben im FACS-Gerät gemessen.
3.12.1.6. Messung der Thrombozyten-Mikropartikel
Thrombozyten-Mikropartikel entstehen aktivierungsabhängig nach Zell-Zell-Kontakten
der Thrombozyten. Zur Messung der Thrombozyten-Mikropartikel wurde die PRP-
Menge so berechnet, dass in einem 100µl Ansatz 50.000 Thrombozyten pro µl waren.
Es wurde 1µl GPRP hinzugefügt und der Ansatz mit Ca2+-TBS-Puffer auf 100µl
aufgefüllt. Um die Thrombozyten-Mikropartikel identifizieren zu können wurden 10µl
des thrombozytenspezifischen biotinylierten Antikörpers Anti-CD 61 hinzupipettiert und
der gesamte Ansatz für 30min inkubiert. Da der Anti-CD 61-Antikörper selbst nicht
fluoreszenzmarkiert ist, wurde zu seinem Nachweis 10µl eines PE-gelabelten
Extravidin-Antikörpers hinzugefügt und ebenfalls 30min inkubiert. Vor der Messung
wurden noch 600µl PBS-Puffer zur Verdünnung hinzupipettiert. Zur Messung der
Thrombozyten-Mikroparticle wurden diese im Dot-plot gegatet und anschließend die
Fluoreszenz im Gate gemessen.
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Puffer für die Thrombozytenuntersuchungen
♦ Ca2+- TBS-Puffer (pH 7,4):
• 10mM Tris
• 150mM NaCl
• 2mM CaCl2
♦ Tyrode-Hepes-Puffer (pH 7,4):
• 140mM Natriumchlorid (NaCl)
• 2,7mM Kaliumchlorid (KCl)
• 0,42mM Natriumdihydrogenphosphat (NaH2PO4 x H2O)
• 12mM Natriumhydrogencarbonat (NaHCO3)
• 5,5mM Glukose
• 5mM Hydroxyethylpiperazinylethansulfonsäure (HEPES)
3.12.2. Untersuchungen von Monozyten und PMNL im Vollblut
Aufgrund der engen Wechselbeziehungen zwischen PMNL, Monozyten und
Thrombozyten, speziell im Hinblick auf Inflammationsreaktionen wie dem SIRS, wurde
mehrere Parameter untersucht, die nähere Informationen über die direkten oder
indirekten Interaktionen zwischen Immunsystem und Gerinnungssystem liefern sollten.
Die Rolle des Thrombospondin-1 fand dabei besondere Berücksichtigung.
Zur Analyse der verschiedenen gemessenen Parameter wurde Vollblut verwendet,
welches vorsichtig in 10ml-Citrat-Monovetten (Becton Dickinson, Heidelberg) aus dem
zentralen Venenkatheter entnommen wurde. Bevor die Untersuchung der einzelnen
Leukozytenpopulationen im Vollblut durchgeführt werden konnte, mußten die aufgrund
ihrer Größe und Menge störenden Erythrozyten in allen Absätzen lysiert werden. Bei
der Messung im FACS konnten dann die Polulationen von Thrombozyten, Monozyten
und PMNL im Dot-Plot gegatet werden und getrennt untersucht werden.
Thrombozyten, Monozyten und PMNL unterscheiden sich deutlich durch ihre Größe
und ihre Granularität, so dass sie sich im FSC/SSC-Dot-Plot gut voneinander
abgrenzen. Der FSC gibt dabei eher Auskunft über die Größe der Zelle, während der
SSC um so größer ist, je höher die Granularität der Zelle ist. PMNL zeichnen sich im
Vergleich zu Thrombozyten und Monozyten durch ihre deutlich höhere Granularität
Material und Methoden                                                                                                   83
(hoher SSC) aus (vgl. Abb. 3.10.), während sich Thrombozyten und Monozyten
aufgrund ihrer Größe voneinander abgrenzen. Die kleineren Thrombozyten liegen im
FSC/SSC-Dot-Plot links von den Thrombozyten. Die Abgrenzung zwischen diesen
beiden  Zellpopulationen ist dabei weniger deutlich als die Abgrenzung zu den PMNL
(vgl. Abb.3.11.).
3.12.2.1. Bindung von TSP-1 und Faktor VIIa an  Monozyten und PMNL ex vivo
Durch frühere Studien konnte gezeigt werden, dass TSP-1 und der Faktor VIIa
aktivierungsabhängig an Leukozyten binden können. Im Rahmen dieser Versuchreihe
wurde untersucht, in wie weit die aus dem Vollblut isolierten Monozyten und PMNL in
der Lage sind TSP-1 und den Faktor VIIa ohne zusätzliche Aktivierung an sich zu
binden. Zu diesem Zweck wurden in zwei FACS-Röhrchen jeweils 1µl GPRP (1,25mM)
vorgelegt. In das erste der beiden Röhrchen wurden 5µg TSP-1-FITC
(Zielkonzentration 50µg/ml) und in das zweite 30µg Faktor VIIa-FITC (Zielkonzentration
300µg/ml) pipettiert.
Um eine Hämolyse durch einen zu geringen Salzgehalt zu verhindern wurden in das
zweite Röhrchen, in welchem der Faktor VIIa vorgelegt war, zusätzlich 5µl einer
1,1molaren NaCl-Lösung pipettiert. In beide Röhrchen wurden schließlich 100µl
Vollblut gegeben und beide Ansätze für 10min inkubiert. Nach Ablauf der 10min
wurden die Zellen mit 100µl einer 0,4%igen Formaldehyd-Lösung fixiert und für dreißig
Minuten stehen gelassen. Anschließend wurden jeweils 2ml Tyrode-Hepes-Puffer
hinzugefügt, alles bei 1700rpm 10min zentrifugiert und schließlich der Überstand
abgesaugt.
Bevor die Messung der PMNL und Monozyten beginnen konnte, mußten die
Erythrozyten zerstört werden, um die FACS-Messung nicht zu stören. Hierzu wurden
zunächst jeweils 2ml eines Lysepuffers (Immunotech, Frankreich) in die Röhrchen
gegeben und alle Röhrchen sofort kräftig geschüttelt um ein gutes Vermischen der
Proben zu sichern. Unmittelbar nach Farbveränderung der trüben roten Zellsuspension
zu lackfarbendem Rot wurde die Reaktion durch Zugabe von 2ml Tyrode-HEPES-
Puffer beendet. Um alle Erythrozytenreste und das Hämoglobin aus der Suspension zu
waschen, wurden die Röhrchen insgesamt zweimal mit 2ml Tyrode/HEPES-Puffer
versetzt, bei 1700rpm 10min zentrifugiert, abgesaugt und wieder resuspendiert.
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Nach dem zweiten Waschen und Absaugen wurden die Zellen am FACS gemessen.
Über das Gaten der Zellpopulationen bei der Auswertung konnten die PMNL und
Monozyten getrennt ausgewertet werden (siehe Abb. 3.9. und 3.10.).
Abb. 3.9. Gegatete und rot markierte PMNL (links) und die graphische Darstellung der relativen
Fluoreszenz pro Event  im Gate (hier Fibrinogen-FITC an PMNL).
Abb. 3.10. Gegatete Monozyten im Gate R1 (links) und die graphische Darstellung der
Fluoreszenzmessung (rechts) im Gate R1 (hier Fibrinogen-FITC an Monozyten). Links  neben
dem Gate R1 liegt die Thrombozytenpopulation.
3.12.2.2. Messung der Assoziate zwischen Thrombozyten und PMNL ex vivo
Die Bildung von Assoziaten zwischen Leukozyten und Thrombozyten kann als
wichtiger Aktivierungsmarker dienen. Durch den besonders engen Kontakt zwischen
den beiden Zellengruppen sind sie in der Lage einen besonders intensiven
„Informationsaustausch“ zu betreiben, sich gegenseitig zu aktivieren und ihre
Stoffwechselprozesse gegenseitig zu beeinflussen.
Material und Methoden                                                                                                   85
In ein FACS-Röhrchen wurde zu dem mit 1µl GPRP (1,25mM) verstzten Vollblut
(100µl) 10µl des als Leukozytenmarker dienenden Anti-CD 45-FITC-Antikörpers
hinzupipettiert. Anschließend wurde der als Thrombozytenmarker dienende biotin-
markierte Anti-CD 41/61-Antikörper (10µl) hinzugefügt, der den thrombozytären GP
IIb/IIIa-Komplex markiert. Der Ansatz wurde zunächst für 30min bei Raumtemperatur
inkubiert, bevor die Zellen mit 100µl 0,4%iger Formaldehyd-Lösung fixiert und für
30min stehen gelassen wurden. Um schließlich die nichtgebundenen
Antikörpermoleküle abzutrennen, wurde dann  2ml Tyrode-Hepes-Puffer hinzugefügt
das Röhrchen bei 1700rpm und Raumtemperatur 10min zentrifugiert und anschließend
vorsichtig abgesaugt.
5µl eines PE-gelabelten Extravidin-Antikörpers wurden in den Ansatz pipettiert und die
Lösung erneut für 30min bei Raumtemperatur inkubiert.  Nach einmaligem Waschen
mit 2ml Tyrode-Hepes-Puffer, Zentrifugation und Absaugung erfolgte die Lyse und die
Messung analog zu der im Kapitel 3.12.2.1. beschriebenen Vorgehensweise. Die
Auswertung der zwischen PMNL und Thrombozyten gebildeten Assoziate erfolgte über
das Gaten der Zellpopulationen. Die Assoziate kennzeichnen sich dabei einerseits
durch ihre hohe Granularität (SSC) und andereseits durch die Fluoreszenz des
verwendeten Sekundärantikörpers aus (siehe Abb.3.11.).
                         A)                                                                   B)
Abb. 3.11. A) Gegatete und rot markierte PMNL und B) Messung der PE-Fluoreszenz im Gate
R2, die durch die mit Thrombozyten beladenen PMNL verursacht wird.
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Puffer für die Vollblutuntersuchungen am FACS
♦ Ca2+- TBS-Puffer (pH 7,4):
• 10mM Tris
• 150mM NaCl
• 2mM CaCl2
♦ Tyrode-Hepes-Puffer (pH 7,4):
• 140mM Natriumchlorid (NaCl)
• 2,7mM Kaliumchlorid (KCl)
• 0,42mM Natriumdihydrogenphosphat (NaH2PO4 x H2O)
• 12mM Natriumhydrogencarbonat (NaHCO3)
• 5,5mM Glukose
• 5mM Hydroxyethylpiperazinylethansulfonsäure (HEPES)
♦ Lysepuffer:
• 1:10 Verdünnung von IO Test 3 Lysing Solution in Aqua dest. (Immunotech,
Frankreich)
♦ Formaldehyd-Lösung 0,4%ig:
• 0,4% Formaldehyd in Ca2+-TBS-Puffer
♦ 6mM Ca2+-TBS-Puffer (pH 7,4):
• 10mM Tris
• 150mM NaCl
• 6mM CaCl2
3.13. Auswertung und Statistik
 Zur Auswertung der durchflußzytometrischen Messungen wurde die vom FACS-
Gerät-Hersteller entwickelte Software CellQuest 3.1f der Firma Becton Dickinson
(Heidelberg) verwendet. Das Programm Exel 97 (Microsoft, U.S.A.)  wurde
anschließend insbesondere für die graphische Darstellung der Messergebnisse
verwendet und für die Berechnungen von Mittelwerten und Standartabweichungen
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 Die statistischen Berechnungen aus den erhobenen Daten wurden mit dem
Programm SigmaStat 3.1 (Systat, U.S.A.) durchgeführt. Es wurde  eine
zweifaktorielle Varianzanalyse für Messwiederholung auf den Faktor „Zeit“
durchgeführt, bevor die post-hoc-Testung nach Student-Newman-Keuls
durchgeführt werden konnte.
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4. Ergebnisse
Im Rahmen dieser Studie wurden insgesamt 18 Schafe untersucht. Bei 4 der untersuchten
Schafe zeigten sich bereits zur Baselinemessung massiv erhöhte Aktivierungsparameter
und Fieber. Aufgrund dieser Symptome ging der Tierarzt davon aus, dass die Tiere bereits
vor Versuchsbeginn nicht gesund waren. Um Fehler in der Auswertung zu vermeiden,
mußten diese Tiere daher von der Auswertung ausgeschlossen werden.
Eines der Tiere gehörte in die Placebogruppe und drei Tiere gehörten in die Verumgruppe.
Von ursprünglich 10 Schafen der Placebogruppe wurden so noch 9 Schafe in die
Auswertung einbezogen. In der Verumgruppe verblieben nach Ausschluß der 3 Schafe
noch 3 Tiere in der Verumgruppe der Charge A und 2 Tiere in der Verumgruppe der
Charge B. In der Placebogruppe starben zwei Schafe zwischen der 8. und 12. Stunde und
zwei weitere zwischen der 12. und 24., so dass am Versuchsende noch 5 Schafe lebten.
In den Verumgruppen überlebten alle 5 Tiere bis zur 24. Stunde.
Die Daten bezüglich des vWF’s, des Faktor XIII‘s und des Überlebens wurden ebenfalls
von Herrn Dr. T. Pauli ausgewertet. Dies war notwendig, um den Gesamtzusammenhang
darzustellen.
4.1. Innergruppenvergleich: Placebogruppe
Innerhalb der Placebogruppe verstarben vier der neun Tiere bereits vor Ende des 24-
stündigen Beobachtungszeitraumes, obwohl alle Tiere die gleichen Versuchs-
bedingungen und die gleichen subjektiven Ausgangsbedingungen hatten. Bei keinem der
verstorbenen Tiere ergaben sich zu Versuchsbeginn klinische Hinweise auf
vorbestehende Erkrankungen oder gesundheitliche Einschränkungen. Um festzustellen,
ob es Parameter gibt, die eine Verlaufsprognose der Sepsis bzw. des SIRS ermöglichen,
wurde innerhalb der Placebogruppe die Gruppe der vier verstorbenen Schafe bis zur 8.
Stunde mit der Gruppe der  fünf überlebenden Schafe verglichen. Vornehmlich wurden zu
diesem Zweck Thrombozyten untersucht, jedoch auch einzelne Parameter in Bezug auf
die Rolle der Leukozyten. Weitere Parameter der Thrombozyten und Leukozyten wurden
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zeitgleich im Rahmen einer weiteren Dissertationsarbeit untersucht (Dissertation Timo
Pauli, WWU Münster).
4.1.1. Innergruppenvergleich der Placebogruppe: Thrombozyten
4.1.1.1. Fibrinogen-Antikörper-Bindung an Thrombozyten
Beim Bindungsverhalten des Anti-Fibrinogen-Antikörpers an Thrombozyten ex vivo zeigte
sich bereits bei Versuchsbeginn eine deutlich höhere Anbindung des Fibrinogen-
Antikörpers an die Thrombozyten der überlebenden Placebogruppe im Vergleich zu den
Thrombozyten aus der verstorbenen Placebogruppe. Die Unterschiede waren während
der ersten 8h kontinuierlich nachweisbar und waren bei beiden Meßzeitpunkten vor
Beginn der LPS-Infusion, sowie eine Stunde nach Beginn der LPS-Infusion, statistisch
signifikant (Abb. 4.1.).
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Abb. 4.1. Bindung des mit FITC markiertem Anti-Fibrinogen-Antikörpers an Thrombozyten
ex vivo. Gestorbene Schafe der Placebogruppe (n=4) versus überlebene Tiere der
Placebogruppe (n=5). Darstellung als Median der Fluoreszenz ± S.E.M.. Signifikanzniveau:
* p< 0.05, ** p<0.01.
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4.1.1.2. Fibrinogen-Bindung an Thrombozyten
Das Bindungsvermögen der Thrombozyten für Fibrinogen der gestorbenen Schafe im
Vergleich zu den Thrombozyten der überlebenden Schafe, wurde sowohl ex vivo, als auch
nach zusätzlicher Aktivierung durch Kollagen (1,5µg/ml) und durch TRAP (50µM)
analysiert. Es zeigte sich hierbei zu allen Meßzeitpunkten eine höhere Fähigkeit
Fibrinogen an die Thrombozyten zu binden in der überlebenden Schafsgruppe. Bei der ex
vivo Messung zeigte sich 1h nach Beginn der LPS-Infusion und nach 2h eine signifikant
höhere Anbindung des Fibrinogens (Abb. 4.2.).
Nach zusätzlicher Aktivierung mit Kollagen zeigte sich in der überlebenden Schafsgruppe
eine signifikant höhere Fähigkeit Fibrinogen zu binden zu den Meßzeitpunkten ±0
(„Verum- bzw. Placebo- effekt“), 1h, 2h und 4h. Nach Aktivierung mit TRAP wurde das
Signifikanzniveau zum Meßzeitpunkt 1h und 2h erreicht ( Abb. 4.3.-4.6.).
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Abb. 4.2. Bindung von exogenem Fibrinogen-FITC an Thrombozyten ex vivo. Gestorbene
Schafe der Placebogruppe (n=4) versus überlebene Schafe der Placebogruppe (n=5).
Darstellung als Median der Fluoreszenz ± S.E.M.. Signifikanzniveau: * p< 0.05, ** p<0.01.
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Abb. 4.3. Bindung von Fibrinogen-FITC an Thrombozyten nach zusätzlicher Aktivierung mit
1,5µg/ml Kollagen in vitro. Gestorbene Schafe der Placebogruppe (n=4) versus überlebene
Schafe der Placebogruppe (n=5). Darstellung als Median der Fluoreszenz ± S.E.M..
Signifikanzniveau: * p< 0.05, ** p<0.01, *** p<0.001.
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Abb. 4.4. Bindung von Fibrinogen-FITC an Thrombozyten nach Aktivierung mit 1,5µg/ml
Kollagen in vitro. Darstellung als Differenz der relativen Fluoreszenz im Vergleich zur ex
vivo Messung ± S.E.M.. Gestorbene Schafe der Placebogruppe (n=4) versus überlebene
Schafe der Placebogruppe (n=5). Signifikanzniveau: * p< 0.05.
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Abb. 4.5. Bindung von Fibrinogen-FITC an Thrombozyten nach zusätzlicher Aktivierung mit
50µM TRAP in vitro. Gestorbene Schafe der Placebogruppe (n=4) versus überlebene
Schafe der Placebogruppe (n=5). Darstellung als Median der Fluoreszenz ± S.E.M..
Signifikanzniveau:  ** p<0.01.
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Abb. 4.6. Bindung von Fibrinogen-FITC an Thrombozyten nach Aktivierung mit 50µM TRAP
in vitro. Darstellung als Differenz der relativen Fluoreszenz im Vergleich zur ex vivo
Messung ± S.E.M.. Gestorbene Schafe der Placebogruppe (n=4) versus überlebene Schafe
der Placebogruppe (n=5).
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4.1.1.3. Faktor XIII-Bindung an Thrombozyten
Bei der Analyse des Bindungsvermögens der Thrombozyten der gestorbenen Schafe im
Vergleich zu dem der überlebenen Schafen für den Gerinnungsfaktor XIII zeigte sich
sowohl bei der ex vivo-Messung, als auch nach zusätzlicher Aktivierung der Thrombozyten
mit Kollagen zu allen Meßzeitpunkten eine tendenziell höhere Bindung in der Gruppe der
überlebenden Schafe. Das Signifikanzniveau wurde nur zu einem einzelnen Meßzeitpunkt
nach Kollagenaktivierung (Meßzeitpunkt 1h) erreicht (Abb.4.7.-4.9.)(vgl. Dissertation
T.Pauli, WWU Münster).
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Abb. 4.7. Bindung von Faktor XIII-FITC an Thrombozyten ex vivo. Gestorbene Schafe der
Placebogruppe (n=4) versus überlebene Schafe der Placebogruppe (n=5). Darstellung als
Median der Fluoreszenz ± S.E.M..
Ergebnisse                                                                                                                        94
0
50
100
150
200
250
300
350
400
450
500
-1 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24
Zeit [h]
F
a
k
to
r 
X
II
I-
F
IT
C
M
e
d
ia
n
 F
lu
o
re
s
ze
n
z 
[r
E
]
Placebo gestorben Placebo überlebt
*
Abb. 4.8. Bindung von Faktor XIII-FITC an Thrombozyten nach zusätzlicher Aktivierung mit
1,5µg/ml Kollagen in vitro. Gestorbene Schafe der Placebogruppe (n=4) versus überlebene
Schafe der Placebogruppe (n=5). Darstellung als Median der Fluoreszenz ± S.E.M..
Signifikanzniveau: * p< 0.05.
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Abb. 4.9. Bindung von Faktor XIII-FITC an Thrombozyten nach Aktivierung mit 1,5µg/ml
Kollagen in vitro. Darstellung als Differenz der relativen Fluoreszenz im Vergleich zur ex
vivo Messung ± S.E.M.. Gestorbene Schafe der Placebogruppe (n=4) versus überlebene
Schafe der Placebogruppe (n=5). Signifikanzniveau: * p< 0.05.
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4.1.1.4. Von-Willenbrand-Faktor-Bindung an Thrombozyten
Die Anbindung des von-Willebrand-Faktors an Thrombozyten wurde sowohl ex vivo, als
auch nach zusätzlicher Aktivierung mit 0,8µg/ml Ristocetin A in vitro untersucht. Sowohl zu
allen Meßzeitpunkten der ex vivo-Messung, als auch zu allen Meßzeitpunkten nach
zusätzlicher Aktivierung mit Ristocetin zeigte sich ein höhere Anbindung des von-
Willebrand-Faktors an die Thrombozyten. Signifikant war dieser Unterschied jeweils zum
Meßzeitpunkt eine Stunde nach Beginn der LPS-Infusion. Die Differenz der relativen
Fluoreszenz nach Aktivierung mit Ristocetin A im Vergleich zur ex vivo-Messung war
ebenfalls in der Gruppe der überlebenden Schafe höher als in der Gruppe der
verstorbenen Schafe ( Abb. 4.10.-4.12.)(vgl Diss. T. Pauli, WWU Münster).
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Abb. 4.10. Bindung des von-Willebrand-Faktors an Thrombozyten ex vivo. Gestorbene
Schafe der Placebogruppe (n=4) versus überlebene Schafe der Placebogruppe (n=5).
Darstellung als Median der Fluoreszenz ± S.E.M.. Signifikanzniveau: * p>0.05.
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Abb. 4.11. Bindung des von-Willebrand-Faktors an Thrombozyten nach zusätzlicher
Aktivierung mit 0,8µg/ml Ristocetin A in vitro. Gestorbene Schafe der Placebogruppe (n=4)
versus überlebene Schafe der Placebogruppe (n=5). Darstellung als Median der
Fluoreszenz ± S.E.M.. Signifikanzniveau: ** p< 0.01.
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Abb. 4.12. Bindung des von-Willebrand-Faktors an Thrombozyten nach Aktivierung mit
0,8µg/ml Ristocetin A in vitro. Darstellung als Differenz der relativen Fluoreszenz im
Vergleich zur ex vivo Messung ± S.E.M.. Gestorbene Schafe der Placebogruppe (n=4)
versus überlebene Schafe der Placebogruppe (n=5).
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4.1.1.5. Dense bodies-Sekretion der Thrombozyten
Der Fluoreszenzfarbstoff Mepacrine  lagert sich bei Kontakt zu Thrombozyten
unverzüglich in deren dense bodies ein. Wird die meßbare Fluoreszenz im
Versuchsverlauf oder nach Aktivierung weniger, so ist dies ein Hinweis auf eine
zunehmende Sekretion der dense bodies aus den Thrombozyten. Bei der ex vivo
Messung und nach zusätzlicher Aktivierung der Thrombozyten mit Kollagen zeigte sich in
der Gruppe der überlebenden Schafe bis zum Meßzeitpunkt 4h tendenziell eine höhere
durch Mepacrine verursachte Fluoreszenz als in der Gruppe der verstorbenen Schafe.
Signifikant war der Unterschied jeweils nur zum Zeitpunkt ±0. Beim Vergleich der relativen
Fluoreszenz nach Kollagenaktivierung im Vergleich zur ex vivo Messung zeigte sich ein
signifikanter Unterschied zum Meßzeitpunkt 1h (Abb. 4.13.-4.14.).
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Abb.4.13. Nachweis des Fluoreszenzfarbstoffes Mepacrine zum quantitativen Nachweis
der in den Thrombozyten enthaltenen dense bodies ex vivo. Gestorbene Schafe der
Placebogruppe (n=4) versus überlebene Schafe der Placebogruppe (n=5). Darstellung als
Median der Fluoreszenz ± S.E.M.. Signifikanzniveau: ** p< 0.01.
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Abb.4.14. Nachweis des Fluoreszenzfarbstoffes Mepacrine zum quantitativen Nachweis
der in den Thrombozyten enthaltenen dense bodies nach zusätzlicher Aktivierung der
Thrombozyten mit 1,5µg/ml Kollagen. Gestorbene Schafe der Placebogruppe (n=4) versus
überlebene Schafe der Placebogruppe (n=5). Darstellung als Median der Fluoreszenz ±
S.E.M.. Signifikanzniveau: ** p< 0.01.
4.1.1.6. Thrombozyten-Mikropartikel
Bei der Untersuchung der Menge der Thrombozyten-Mikropartikel zeigten sich insgesamt
stark schwankende Werte. Die Menge der gemessenen Mikropartikel in der Gruppe der
verstorbenen Schafe lag zu allen Zeitpunkten höher, als in der Gruppe der überlebenden
Schafe. Signifikante Unterschiede ergaben sich jedoch nicht (Abb.4.16.).
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Abb.3.16. Menge des durchschnittlichen Anteils der Thrombozyten-Mikropartikel an allen
Thrombozyten. Gestorbene Schafe der Placebogruppe (n=4) versus überlebene Schafe der
Placebogruppe (n=5). Darstellung in  Prozent der absoluten Thrombozytenmenge ± S.E.M..
4.1.2. Innergruppenvergleich der Placebogruppe: Monozyten
Die Monozyten wurden im Hinblick auf ihre Bindungsfähigkeit für Thrombospondin-1 und
den Gerinnungsfaktor VIIa untersucht. Bei der Bindung von TSP-1 an Monozyten zeigten
sich keine signifikanten Unterschiede zwischen der Gruppe der überlebenden Schafe im
Vergleich zu der Gruppe der im Verlauf verstorbenen Schafe. Die Bindung an die
Monozyten war zu allen Meßzeitpunkten allenfalls geringfügig größer (Abb. 4.17.). Der
Gerinnungsfaktor VIIa zeigte analog zum TSP-1 keine signifikanten Unterschiede
zwischen beiden Gruppen. Auch hier war das Bindungsvermögen der Monozyten für den
Faktor VIIa zu allen Meßzeitpunkten geringfügig größer (Abb. 4.18).
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Abb. 4.17. Bindung von TSP-FITC an Monozyten ex vivo. Gestorbene Schafe der
Placebogruppe (n=4) versus überlebene Schafe der Placebogruppe (n=5). Darstellung als
Median der Fluoreszenz ± S.E.M..
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Abb. 4.18. Bindung von Gerinnungsfaktor VIIa-FITC an Monozyten ex vivo. Gestorbene
Schafe der Placebogruppe (n=4) versus überlebene Schafe der Placebogruppe (n=5).
Darstellung als Median der Fluoreszenz ± S.E.M..
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4.1.3. Innergruppenvergleich der Placebogruppe: PMNL
In dieser Arbeit wurde untersucht, ob es Unterschiede zwischen der Gruppe der
überlebenden Schafe und der Gruppe der verstorbenen Schafe im Hinblick auf das
Bindungsvermögen der PMNL für TSP-1, den Faktor VIIa und die Bindung an
Thrombozyten gibt.
Die Bindung von TSP-1 zu den PMNL zeigte keine Unterschiede zwischen beiden
Gruppen. Nach Beginn der LPS-Infusion zeigte sich in beiden Gruppen tendentiell eine
leichte Zunahme des Bindungsvermögens (Abb. 4.19.). Das  Bindungsvermögen der
PMNL für den Faktor VIIa zeigte nach Start der LPS-Infusion eine sehr deutliche
Zunahme. Zwischen der Gruppe der verstorbenen Schafe und der Gruppe der
überlebenden Schafe waren die Unterschiede jedoch nicht statistisch signifikant
(Abb.4.20).
Der Anteil der Assoziate an allen PMNL stieg nach Beginn der LPS-Infusion deutlich an.
Die Gruppe der verstorbenen Schafe zeigte dabei während der gesamten Versuchdauer
einen größeren Anteil an Assoziaten. Dieser Unterschied zwischen beiden Gruppen war
ab dem Zeitpunkt „1h“ zu allen Meßzeitpunkten signifikant (Abb. 4.21.).
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Abb. 4.19. Bindung von TSP-FITC an PMNL ex vivo. Gestorbene Schafe der
Placebogruppe (n=4) versus überlebene Schafe der Placebogruppe (n=5). Darstellung als
Median der Fluoreszenz ± S.E.M..
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Abb. 4.20. Bindung von Gerinnungsfaktor VIIa-FITC an PMNL ex vivo. Gestorbene Schafe
der Placebogruppe (n=4) versus überlebene Schafe der Placebogruppe (n=5). Darstellung
als Median der Fluoreszenz ± S.E.M..
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Abb.4.21. Anteil der PMNL tragenden Thrombozyten an allen Thrombozyten. Gestorbene
Schafe der Placebogruppe (n=4) versus überlebene Schafe der Placebogruppe (n=5).
Grafische Darstellung als prozentualer Anteil der thrombozytentragenden PMNL zu allen
PMNL ± S.E.M.. Signifikanzniveau: * p< 0.05, *** p<0.001.
4. 2. Intergruppenvergleich
Um herauszufinden welchen Einfluß jeweils das Verum der Charge A und das Verum der
Charge B auf Thrombozyten und Leukozyten hat, wurden beide Verumgruppen jeweils
unabhängig voneinander mit der Placebogruppe verglichen. Es wurde jeweils
abwechselnd zunächst die Verumgruppe A (n=3) der Placebogruppe (n=9)
gegenübergestellt und anschließend die Verumgruppe B (n=2) der Placebogruppe (n=9).
4.2.1. Intergruppenvergleich: Thrombozyten
4.2.1.1. Anti-Fibrinogen-Antikörper-Bindung an Thrombozyten
Bereits unmittelbar nach der Gabe des Verums der Charge A kam es im Vergleich zur
Placebogruppe zu einer signifikant höheren ex vivo Anbindung des Anti-Fibrinogen-
Antikörpers (DAKO, Dänemark) an die entnommenen Schafsthrombozyten (p<0.01). Zu
Ergebnisse                                                                                                                        104
diesem Zeitpunkt hatten die Tiere noch keine LPS-Infusion erhalten. Im weiteren Verlauf
sank die Anbindung des Anti-Fibrinogen-Antikörpers zunächst wieder kontinuierlich ab und
war dann ab dem Meßpunkt 2h wieder etwa auf dem Niveau der Placebogruppe. Beim
Meßzeitpunkt 1h ist der Unterschied zwischen beiden Gruppen noch signifikant (p< 0.05)
(Abb. 4.22.).
Das Verum der Charge B führt, im Vergleich zum Verum der Charge A nicht zu einem
Anstieg der Anti-Fibrinogen-Antikörper-Bindung an der Thrombozyten. Die Bindungs-
kapaziät innerhalb der Verumgruppe B lag während des gesamten Versuches leicht
oberhalb der Placebogruppe, ohne dass sich jedoch signifikante Unterschiede ergeben
hatten (Abb. 4.33.).
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Abb.4.22. Bindung des FITC markierten Anti-Fibrinogen-Antikörpers an Thrombozyten ex
vivo. Vergleich der Verumgruppe A (n= 3) mit der Placebogruppe (n=9). Darstellung als
Median der Fluoreszenz ± S.E.M.. Signifikanzniveau: * p< 0.05, ** p<0.01.
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Abb.4.23. Bindung des FITC markierten Anti-Fibrinogen-Antikörpers an Thrombozyten ex
vivo. Vergleich der Verumgruppe B (n= 2) mit der Placebogruppe (n=9). Darstellung als
Median der Fluoreszenz ± S.E.M. in der Placebogruppe.
4.2.1.2. Fibrinogen-Bindung an Thrombozyten
Die Bindung von zugeführtem exogenem Fibrinogen-FITC an ex vivo entnommene
Thrombozyten zeigte in beiden Verumgruppen zu keinem Zeitpunkt signifikante
Unterschiede. Innerhalb der Placebogruppe zeigte sich während des gesamten
Versuchsablaufes eine relativ konstante Anbindung des Fibrinogens an die Thrombozyten.
In der Verumgruppe der Charge A lag die Anbindung des Fibrinogen-FITC bis zum
Meßzeitpunkt 8h leicht oberhalb der Placebogruppe und zeigte dann bis zum
Meßzeitpunkt 12h eine leicht abfallende Tendenz. Zwischen der 12. und 24. Stunde zeigte
sich erstmals nach Beginn der LPS-Infusion keine abfallende Bindungskapazität mehr
(Abb. 4.24.).
In der Verumgruppe der Charge B kam es nach Gabe des Verums zu einem Abfall der
Fibrinogen-FITC-Bindung. Nach der 2h Messung stieg die Bindungskapazität erneut leicht
an und pendelte bis zum Versuchsende in etwa auf dem Niveau der Baseline-Messung
(Abb. 4.25.).
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Placebo Verum Charge A
Abb.4.24. Bindung von Fibrinogen-FITC an Thrombozyten ex vivo. Vergleich der
Verumgruppe A (n= 3) mit der Placebogruppe (n=9). Darstellung als Median der
Fluoreszenz ± S.E.M..
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Abb.4.25. Bindung von Fibrinogen-FITC an Thrombozyten ex vivo. Vergleich der
Verumgruppe B (n= 2) mit der Placebogruppe (n=9). Darstellung als Median der
Fluoreszenz ± S.E.M. in der Placebogruppe.
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3.2.1.3. Faktor XIII-Bindung an Thrombozyten
Die ex vivo-Messung der Faktor XIII-Anbindung an Thrombozyten zeigte beim Vergleich
der Placebogruppe mit der Verumgruppe der Charge A deutliche Unterschiede. Die
Baseline-Messung (-30min) und die Baseline „Verumeffekt“-Messung (0h) zeigten noch
keine signifikanten Unterschiede zwischen den beiden Gruppen. Zu den Zeitpunkten 1h,
2h und 8h lag die Faktor XIII-Anbindung in der Verumgruppe jedoch signifikant höher
(p<0.05 und p< 0.01). Bis zur 12h Messung lag dieses Bindungsvermögen in der
Verumgruppe der Charge A für den Faktor XIII kontinuierlich leicht oberhalb von dem der
Placebogruppe (Abb.4.26.).
In der Verumgruppe der Charge B zeigte sich zum Meßzeitpunkt 2h eine deutlich höhere
Anbindung des Faktors XIII an Thrombozyten ex vivo im Vergleich zur Placebogruppe. Die
Berechnung von Signifikanzen war aufgrund der geringen Gruppengröße jedoch nicht
zulässig. Auch bei diesem Vergleich lag die Anbindung des Faktors XIII an die
Thrombozyten in der Verumgruppe der Charge B bei allen Messungen kontinuierlich leicht
höher als in der Placebogruppe (Abb.4.27.)(vgl. Diss. T. Pauli, WWU Münster).
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Abb.4.26. Bindung von Gerinnungsfaktor XIII-FITC an Thrombozyten ex vivo. Vergleich der
Verumgruppe A (n= 3) mit der Placebogruppe (n=9). Darstellung als Median der
Fluoreszenz ± S.E.M.. Signifikanzniveau: * p< 0.05, ** p< 0.01.
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Abb.4.27. Bindung von Gerinnungsfaktor XIII-FITC an Thrombozyten ex vivo. Vergleich der
Verumgruppe B (n= 2) mit der Placebogruppe (n=9). Darstellung als Median der
Fluoreszenz ± S.E.M. in der Placebogruppe.
4.2.1.4. Dense bodies-Sekretion
Bei der Messung der durch die Mepacrineeinlagerung in die dense bodies verursachten
Fluoreszenz, zeigten sich bei beiden Baselinemessungen in den Verumgruppen höhere
Fluoreszenzwerte als in der Placebogruppe. Im weiteren Versuchverlauf waren jedoch
keine weiteren eindeutigen Unterschiede zwischen den einzelnen Gruppen zu erkennen
(Abb. 4.28. und 4.29.). Signifikante Unterschiede waren nicht erkennbar. Nach Beginn der
LPS-Infusion zeigte sich insbesondere in der Placebogruppe eine Abnahme der durch
Mepacrine verursachten Fluoreszenz.
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Abb.4.28. Einlagerung des Fluoreszenzfarbstoffes Mepacrine zum quantitativen Nachweis
der in den Thrombozyten enthaltenen dense bodies. Vergleich der Verumgruppe A (n= 3)
mit der Placebogruppe (n=9). Darstellung als Median der Fluoreszenz ± S.E.M..
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Abb.4.29. Einlagerung des Fluoreszenzfarbstoffes Mepacrine zum quantitativen Nachweis
der in den Thrombozyten enthaltenen dense bodies. Vergleich der Verumgruppe B (n= 2)
mit der Placebogruppe (n=9). Darstellung als Median der Fluoreszenz ± S.E.M. in der
Placebogruppe.
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4.2.1.5. Thrombozyten-Mikropartikel
Bei der Messung der Thrombozyten-Mikropartikel zeigten sich keine signifikanten
Unterschiede zwischen der Placebogruppe und der Verumgruppe der Charge A. Sowie
keine Tendenzen zwischen der Placebogruppe und der Verumgruppe der Charge B. Der
Anteil der Thrombozyten-Mikropartikel in der Verumgruppe der Charge A zeigte ab dem
Meßzeitpunkt 1h tendentiell niedrigere Werte als die Placebogruppe. Beide Kurven
verlaufen ab dem Zeitpunkt 2h etwa parallel und zeigten ab diesem Zeitpunkt einen leicht
ansteigenden Anteil an Thrombozyten-Mikropartikel.
In der Verumgruppe der Charge B zeigte sich ebenfalls etwa ab dem Meßzeitpunkt 2h
eine tendentiell zunehmende Menge an Thrombozyten-Mikropartikeln bis zu insgesamt
33% (Baselinewert 12%) der Gesamtthrombozytenmenge(Abb. 4.30. und 4.31.).
0
10
20
30
40
50
-1 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24
Zeit [h]
T
h
ro
m
b
o
zy
te
n
- 
M
ic
ro
p
a
rt
ik
e
l 
[%
]
Placebo Verum Charge A
Abb.4.30. Prozentualer Anteil der Thrombozyten-Mikropartikel an allen Thrombozyten.
Vergleich der Verumgruppe A (n= 3) mit der Placebogruppe (n=9). Darstellung als
prozentualer Anteil der Thrombozyten-Mikropartikel an allen Thrombozyten.± S.E.M..
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Abb.4.31. Anteil der Thrombozyten-Mikropartikel an allen Thrombozyten. Vergleich der
Verumgruppe B (n= 2) mit der Placebogruppe (n=9). Darstellung als prozentualer Anteil der
Thrombozyten-Micropartikel an allen Thrombozyten.± S.E.M. in der Placebogruppe.
4.2.1.6. Von-Willebrand-Faktor-Bindung an Thrombozyten
Die Anbindung des von-Willebrand-Faktors an Thrombozyten wurde ex vivo untersucht.
Hierbei zeigte sich in der Placebogruppe ab dem Meßzeitpunkt Baseline „Verumeffekt“
eine leicht abnehmende Fluoreszenz bis zum Versuchsende. Die gemessene Fluoreszenz
des FITC-gekoppelten von-Willebrand-Faktors stieg zum Meßzeitpunkt Baseline
„Verumeffekt“ an und zeigte dann zu den Zeitpunkten 1h, 2h, und 4h signifikant höhere
Werte im Vergleich zur Placebogruppe (p< 0.05 und p< 0.001). Ab der 4h-Messung nahm
die Fluoreszenz wieder ab und näherte sich den Werten der Placebogruppe, so dass
keine weiteren signifikanten Unterschiede mehr festzustellen waren (Abb.4.32.).
In der Verumgruppe der Charge B zeigte sich ab dem Meßzeitpunkt 1h eine tendentiell
etwas höhere Fluoreszenz in der Verumgruppe im Vergleich zur Placebogruppe (vgl. Diss.
T. Pauli, WWU Münster).
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Abb. 3.32. Von-Willebrand-Faktor-Bindung an Thrombozyten ex vivo. Vergleich der
Verumgruppe A (n= 3) mit der Placebogruppe (n=9). Darstellung als Median der
Fluoreszenz ± S.E.M.. Signifikanzniveau: * p< 0.05, *** p< 0.001.
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Abb. 4.33. Von-Willebrand-Faktor-Bindung an Thrombozyten ex vivo. Vergleich der
Verumgruppe B (n= 2) mit der Placebogruppe (n=9). Darstellung als Median der
Fluoreszenz ± S.E.M. in der Placebogruppe.
Ergebnisse                                                                                                                        113
4.2.1.7. Aktivierbarkeit der Thrombozyten durch Kollagen und TRAP
Nach zusätzlicher Aktivierung der Thrombozyten mit 1,5µg/ml Kollagen zeigten sich in der
Verumgruppe der Charge A sowohl zum Meßzeitpunkt „Verumeffekt“, als auch zum
Meßzeitpunkt 1h signifikante Unterschiede im Vergleich zur Placebogruppe. Die Bindung
von Fibrinogen-FITC an die durch Kollagen zusätzlich aktivierten Thrombozyten war zu
diesen beiden Meßzeitpunkten deutlich erhöht, während sich zu allen anderen
Meßzeitpunkten keine relevanten Unterschiede zwischen beiden Gruppen zeigten (Abb.
4.34.).
Betrachtet man die Differenz der relativen Fluoreszenz zwischen der Messung nach
Aktivierung mit Kollagen und der ex vivo-Messung um den Einfluß der Voraktivierung
auszuschließen, so zeigte sich unmittelbar nach der Verumgabe der Charge A ein kurzer,
aber deutlicher Anstieg der Fluoreszenz. Signifikant war dieser Unterschied jedoch nicht
(Abb.4.35.).
In der Verumgruppe der Charge B zeigte sich nach zusätzlicher Aktivierung mit Kollagen
beim Meßzeitpunkt 2h eine  höhere Fibrinogenanbindung in der Verumgruppe der Charge
B. Bereits zum Meßzeitpunkt 1h zeigte sich eine leicht zunehmende Anbindung des
Fibrinogens (Abb. 4.36.). Beim Voraktivierungsunabhängigen Vergleich zwischen der ex
vivo-Messung und der Messung nach Kollagenaktivierung zeigte sich in der Verumgruppe
der Charge B eine deutliche Zunahme der Aktivierbarkeit der Thrombozyten (Abb.4.37.).
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Abb.4.34. Bindung von Fibrinogen-FITC an Thrombozyten nach zusätzlicher Aktivierung
mit 1,5µg/ml Kollagen. Vergleich der Verumgruppe A (n= 3) mit der Placebogruppe (n=9).
Darstellung als Median der Fluoreszenz ± S.E.M.. Signifikanzniveau: * p< 0.05.
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Abb.4.35. Bindung von Fibrinogen-FITC an Thrombozyten nach zusätzlicher Aktivierung
mit 1,5µg/ml Kollagen  Vergleich der Verumgruppe A (n= 3) mit der Placebogruppe (n=9).
Darstellung als Differenz der relativen Fluoreszenz ± S.E.M..
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Abb.4.36. Bindung von Fibrinogen-FITC an Thrombozyten nach zusätzlicher Aktivierung
mit 1,5µg/ml Kollagen. Vergleich der Verumgruppe B (n= 2) mit der Placebogruppe (n=9).
Darstellung als Median der Fluoreszenz ± S.E.M. in der Placebogruppe.
-200
-150
-100
-50
0
50
100
150
200
250
300
350
400
450
500
-1 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24
Zeit [h]
F
ib
ri
n
o
g
e
n
-F
IT
C
D
if
fe
re
n
z 
d
e
r 
re
la
ti
v
e
n
 F
lu
o
re
s
ze
n
z 
[r
E
]
Placebo Verum Charge B
Abb.4.37. Bindung von Fibrinogen-FITC an Thrombozyten nach zusätzlicher Aktivierung
mit 1,5µg/ml Kollagen  Vergleich der Verumgruppe B (n= 2) mit der Placebogruppe (n=9).
Darstellung als Differenz der relativen Fluoreszenz ± S.E.M. in der Placebogruppe.
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Die Aktivierung der Thrombozyten mit 50µM TRAP erbrachte in der Verumgruppe der
Charge A keine signifikanten Unterschiede, obwohl die Meßwerte für die Verumgruppe in
den ersten 4 Stunden deutlich über denen der Placebogruppe lagen. Beim Vergleich der
Differenz der relativen Fluoreszenz zwischen der ex vivo-Messung und der Messung nach
Aktivierung mit TRAP waren keine Unterschiede zwischen den Gruppen zu erkennen
(Abb. 4.38.-4.41.).
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Abb.4.38. Bindung von Fibrinogen-FITC an Thrombozyten nach zusätzlicher Aktivierung
mit 50µM TRAP. Vergleich der Verumgruppe A (n= 3) mit der Placebogruppe (n=9).
Darstellung als Median der Fluoreszenz ± S.E.M..
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Abb.4.39. Bindung von Fibrinogen-FITC an Thrombozyten nach zusätzlicher Aktivierung
mit 50µM TRAP  Vergleich der Verumgruppe A (n= 3) mit der Placebogruppe (n=9).
Darstellung als Differenz der relativen Fluoreszenz ± S.E.M..
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Abb.4.40. Bindung von Fibrinogen-FITC an Thrombozyten nach zusätzlicher Aktivierung
mit 50µM TRAP. Vergleich der Verumgruppe B (n= 2) mit der Placebogruppe (n=9).
Darstellung als Median der Fluoreszenz ± S.E.M. in der Placebogruppe.
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Abb.4.41. Bindung von Fibrinogen-FITC an Thrombozyten nach zusätzlicher Aktivierung
mit 50µM TRAP  Vergleich der Verumgruppe B (n= 2) mit der Placebogruppe (n=9).
Darstellung als Differenz der relativen Fluoreszenz ± S.E.M. in der Placebogruppe.
Die Aktivierung mit 1,5µg/ml Kollagen führte in der Verumgruppe der Charge A zu allen
Meßzeitpunkten zu einer höheren Anbindung des Faktors XIII an Thrombozyten im
Vergleich zur Placebogruppe. Zu den Meßzeitpunkten 1h, 2h, 4h und 8h war dieser
Unterschied jeweils statistisch signifikant (p< 0.05 und p< 0.01). In der Placebogruppe
nahm die Anbindungskapazität für den Faktor XIII nach Beginn der LPS-Infusion
kontiuierlich leicht ab, während sie in der Verumgruppe der Charge A erst nach dem
Meßzeitpunkt 2h deutlich rückläufig war.
Betrachtet man die Differenz der relativen Fluoreszenz zwischen der ex vivo-Messung und
der Messung nach Aktivierung so zeigen sich keine wesentlichen bzw signifikanten
Unterschiede zwischen beiden Gruppen (Abb. 4.42. und 4.45.).
Beim Vergleich der Verumgruppe der Charge B zeigt sich ingesamt ein ähnlicher Verlauf.
Die Anbindung des Faktors XIII an die Thrombozyten ist in der Verumgruppe ebenfalls zu
allen Meßzeitpunkten leicht höher. Beim Vergleich der Differenz der relativen Fluoreszenz
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zwischen der ex vivo-Messung und der Messung nach Kollagenaktivierung zeigen sich
zwischen der Placebogruppe und der Verumgruppe der Charge B ebenfalls keine
offensichtlichen Unterschiede.
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Abb.4.42. Bindung von Gerinnungsfaktor XIII-FITC an Thrombozyten nach zusätzlicher
Aktivierung mit 1,5µg/ml Kollagen. Vergleich der Verumgruppe A (n= 3) mit der
Placebogruppe (n=9). Darstellung als Median der Fluoreszenz ± S.E.M.. Signifikanzniveau:
* p< 0.05, ** p< 0.01.
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Abb.4.43. Bindung von Gerinnungsfaktor XIII-FITC an Thrombozyten nach zusätzlicher
Aktivierung mit 1,5µg/ml Kollagen. Vergleich der Verumgruppe A (n= 3) mit der
Placebogruppe (n=9). Darstellung als Differenz der relativen Fluoreszenz ± S.E.M..
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Abb.4.44. Bindung von Gerinnungsfaktor XIII-FITC an Thrombozyten nach zusätzlicher
Aktivierung mit 1,5µg/ml Kollagen. Vergleich der Verumgruppe B (n= 2) mit der
Placebogruppe (n=9). Darstellung als Median der Fluoreszenz ± S.E.M. in der
Placebogruppe.
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Abb.4.45. Bindung von Gerinnungsfaktor XIII-FITC an Thrombozyten nach zusätzlicher
Aktivierung mit 1,5µg/ml Kollagen. Vergleich der Verumgruppe B (n= 2) mit der
Placebogruppe (n=9). Darstellung als Differenz der relativen Fluoreszenz ± S.E.M. in der
Placebogruppe.
Die in vitro-Aktivierung mit 1,5µg/ml Kollagen der zuvor mit Mepacrine versetzten
Thrombozyten ergab keine signifikanten Unterschiede zwischen der Placebogruppe und
der Verumgruppe der Charge A. In beiden Gruppen lagen die Fluorezenz-Meßwerte der
Baseline- und der Baseline-„Verumeffekt“-Messung höher als zu den folgenden
Zeitpunkten, es ergaben sich jedoch keinerlei signifikante Unterschiede.
Bei Betrachtung der Differenz der relativen Fluoreszenz zwischen der ex vivo-Messung
und der Messung nach Aktivierung mit Kollagen zeigte sich zum Meßzeitpunkt Baseline-
„Verumeffekt“ eine deutlich höhere in vitro induzierbare Aktivierbarkeit in der
Placebogruppe als im Vergleich zur Verumgruppe der Charge A. Der Unterschied ist
jedoch ebenfalls nicht statistisch signifikant (Abb. 4.46. und 4.47.).
Vergleicht man analog die Verumgruppe der Charge B mit der Placebogruppe, so ergeben
sich auch hier keine deutlichen Unterschiede. Die Fluoreszenz der beiden Baseline-
Messungen nach der Aktivierung mit 1,5µg/ml Kollagen liegt im Vergleich zur
Placebogruppe etwas niedriger und fällt nach Beginn der LPS-Infusion nicht wesentlich
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weiter ab. Die von der Voraktivierung unabhängige Betrachtung der in vitro-Aktivierbarkeit
der Thrombozyten ergibt ebenfalls keine wesentlichen Unterschiede zwischen beiden
Gruppen (Abb. 4.48. und 4.49.).
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Abb.4.46. Mepacrine zum quantitativen Nachweis der in den Thrombozyten enthaltenen
dense bodies nach zusätzlicher Aktivierung der Thrombozyten mit 1,5µg/ml Kollagen in
vitro. Vergleich der Verumgruppe A (n= 3) mit der Placebogruppe (n=9). Darstellung als
Median der Fluoreszenz ± S.E.M..
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Abb.4.47. Mepacrine zum quantitativen Nachweis der in den Thrombozyten enthaltenen
dense bodies nach Aktivierung der Thrombozyten mit 1,5µg/ml Kollagen. Vergleich der
Verumgruppe A (n= 3) mit der Placebogruppe (n=9). Darstellung als Differenz der relativen
Fluoreszenz zur ex vivo Messung ± S.E.M..
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Abb.4.48. Mepacrine zum quantitativen Nachweis der in den Thrombozyten enthaltenen
dense bodies nach zusätzlicher Aktivierung der Thrombozyten mit 1,5µg/ml Kollagen in
vitro. Vergleich der Verumgruppe B (n= 2) mit der Placebogruppe (n=9). Darstellung als
Median der Fluoreszenz ± S.E.M. in der Placebogruppe.
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Placebo Verum Charge B
Abb.4.49. Mepacrine zum quantitativen Nachweis der in den Thrombozyten enthaltenen
dense bodies nach zusätzlicher Aktivierung der Thrombozyten mit 1,5µg/ml Kollagen.
Vergleich der Verumgruppe B (n= 2) mit der Placebogruppe (n=9). Darstellung als Differenz
der relativen Fluoreszenz zur ex vivo Messung ± S.E.M..
4.2.1.8. Aktivierbarkeit der Thrombozyten durch Ristocetin A
Die Anbindung des von-Willebrand-Faktors an die Thrombozyten wurde nach zusätzlicher
Aktivierung mit 0,8µg/ml Ristocetin untersucht. In der Placebogruppe zeigte sich dabei ab
dem Meßzeitpunkt Baseline „Verumeffekt“ eine tendentiell etwas abnehmende Bindung
des von-Willebrand-Faktors an die Thrombozyten bis zum Versuchsende. Die Anbindung
des von-Willebrand-Faktors an Thrombozyten in der Verumgruppe der Charge A lag
kontinuierlich oberhalb der der Placebogruppe. Zu den Meßzeitpunkten 2h, 4h und 8h war
der Unterschied statistisch signifikant (p< 0.05, p< 0.01 und  p< 0.001). Zu den
Meßzeitpunkten 12h und 24h lag die Anbindung des von-Willebrand-Faktors in der
Verumgruppe nur leicht oberhalb der der Placebogruppe (Abb. 4.50.). Bei Betrachtung der
Differenz zwischen der ex vivo-Messung und der Messung nach Aktivierung mit Ristocetin
A, um die zusätzliche Aktivierbarkeit unabängig von der Voraktivierung in vitro zu
bestimmen,  zeigte sich nur zu den Zeitpunkten 4h und 8h eine leicht höhere
Aktivierbarkeit der Verumgruppe ohne Signifikanzen (Abb.4.51.).
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In der Verumgruppe der Charge B zeigte sich nach Aktivierung mit Ristocetin A ab dem
Zeitpunkt 1h eine leicht höhere Anbindung des von-Willebrand-Faktors als in der
Placebogruppe (Abb. 4.52). Voraktivierungsunabhängig zeigten sich keine signifikanten
Unterschiede in der Aktivierbarkeit der Thrombozyten der Verumgruppe der Charge B im
Vergleich zur Placebogruppe (Abb.4.53.).
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Abb. 4.50. Von-Willebrand-Faktor-Bindung an Thrombozyten nach zusätzlicher Aktivierung
mit 0,8µg/ml Ristocetin A in vitro. Vergleich der Verumgruppe A (n= 3) mit der
Placebogruppe (n=9). Darstellung als Median der Fluoreszenz ± S.E.M.. Signifikanzniveau:
* p< 0.05, ** p< 0.01, *** p< 0.001.
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Placebo Verum Charge A
Abb.4.51. Von-Willebrand-Faktor-Bindung an Thrombozyten nach zusätzlicher Aktivierung
mit 0,8µg/ml Ristocetin A in vitro. Vergleich der Verumgruppe A (n= 3) mit der
Placebogruppe (n=9). Darstellung als Differenz der relativen Fluoreszenz zur ex vivo
Messung ± S.E.M..
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Placebo Verum Charge B
Abb. 4.52. Von-Willebrand-Faktor-Bindung an Thrombozyten nach zusätzlicher Aktivierung
mit 0,8µg/ml Ristocetin A in vitro. Vergleich der Verumgruppe B (n= 2) mit der
Placebogruppe (n=9). Darstellung als Median der Fluoreszenz ± S.E.M. in der
Placebogruppe.
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Placebo Verum Charge B
Abb.4.53. Von-Willebrand-Faktor-Bindung an Thrombozyten nach zusätzlicher Aktivierung
mit 0,8µg/ml Ristocetin A in vitro. Vergleich der Verumgruppe B (n= 2) mit der
Placebogruppe (n=9). Darstellung als Differenz der relativen Fluoreszenz zur ex vivo
Messung ± S.E.M..
4.2.2.1. Monozyten
In dieser Arbeit wurde untersucht wie sich die Anbindung von Thrombospondin-1 an
Monozyten ex vivo verhält. In der Placebogruppe war die Anbindung dabei während des
gesamten Versuchablaufes relativ konstant. Die Anbindung des TSP-1 an Monozyten war
in der Verumgruppe der Charge A ,mit Außnahme zum Zeitpunkt der 12h Messung,
größer als in der Placebogruppe. In der Verumgruppe der Charge B lag die Anbindung zu
allen Meßzeitpunkten oberhalb der Placebogruppe. Insgesamt traten innerhalb der 3
Gruppen nur geringe Schwankungen im Versuchsverlauf auf.
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Placebo Verum Charge A
Abb. 4.54. Bindung von TSP-FITC an Monozyten ex vivo. Vergleich der Verumgruppe A
(n= 3) mit der Placebogruppe (n=9). Darstellung als Median der Fluoreszenz ± S.E.M..
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Placebo Verum Charge B
*
Abb. 4.55. Bindung von TSP-FITC an Monozyten ex vivo. Vergleich der Verumgruppe B
(n= 2) mit der Placebogruppe (n=9). Darstellung als Median der Fluoreszenz ± S.E.M. in
der Placebogruppe.
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4.2.3.1. PMNL
Bei der Untersuchung der TSP-1-Bindung an PMNL zeigten sich zwischen der
Placebogruppe und der Verumgruppe der Charge A keine signifikanten Unterschiede.
Nach den beiden Baseline-Messungen stieg die Fluoreszenz sowohl in der Placebogruppe
als auch in der Verumgruppe der Charge A zunächst leicht an, bevor sie dann ab der 8
bzw. 12h wieder rückläufig war.
Etwa analog verhielt sich die Fluoreszenz in der Verumgruppe der Charge B. Die beiden
Baseline-Meßwerte waren im Vergleich zu den Placebowerten etwas höher, der
Kurvenverlauf war jedoch ansonsten sehr ähnlich (Abb. 4.56. und 4.57.).
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Placebo Verum Charge A
Abb. 4.56. Bindung von TSP-1-FITC an PMNL ex vivo. Vergleich der Verumgruppe A (n=3)
mit der Placebogruppe (n=9). Darstellung als Median der Fluoreszenz ± S.E.M..
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Placebo Verum Charge B
Abb. 4.57. Bindung von TSP-FITC an PMNL ex vivo. Vergleich der Verumgruppe B (n= 2)
mit der Placebogruppe (n=9). Darstellung als Median der Fluoreszenz ± S.E.M..
Bei der Untersuchung der PMNL-Thrombozyten-Assoziate zeigten sich zwischen der
Placebogruppe und der Verumgruppe der Charge A keine signifikanten Unterschiede. Die
beiden Baseline-Messungen zeigten insgesamt einen etwas niedrigeren Anteil an
Assoziaten als zu den übrigen Meßzeitpunkten und tendentiell war der Anteil der
Assoziate in der Verumgruppe etwas größer (Abb.4.58.).
In der Verumgruppe der Charge B zeigte sich ebenfalls nach Beginn der LPS-Infusion eine
Zunahme der Assoziate, der Gesamtanteil an Assoziaten war jedoch tendentiell niedriger
als in der Placebogruppe (Abb.4.59.).
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Placebo Verum Charge A
Abb.4.58. Anteil der PMNL-Thrombozyten-Assoziate an allen Thrombozyten. Vergleich der
Verumgruppe A (n= 3) mit der Placebogruppe (n=9). Grafische Darstellung als prozentualer
Anteil der thrombozytentragenden PMNL zu allen PMNL ± S.E.M..
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Placebo Verum Charge B
Abb.4.59. Assoziate zwischen PMNL und Thrombozyten. Vergleich der Verumgruppe B (n=
2) mit der Placebogruppe (n=9). Grafische Darstellung als prozentualer Anteil der
thrombozytentragenden PMNL zu allen PMNL ± S.E.M. in der Placebogruppe.
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4.2.4. Überleben
Weder in der Verumgruppe der Charge A noch in der Verumgruppe der Charge B verstarb
eines der Schafe während des Versuchszeitraumes, was einer Sterblichkeitsrate von 0/5
entspricht. In der Placebogruppe verstarben zwischen dem Meßzeitpunkt 8h und 12h zwei
Schafe. Zwischen der 12h und der 24h-Messung verstarben zwei weitere Schafe, so dass
insgesamt 4/9 Schafen vor Versuchsende verstarben. Die Unterschiede zwischen den
beiden Gruppen erreicht nicht das Signifikanzniveau (vgl. Dissertation Timo Pauli, WWU
Münster).
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Abb. 4.60. Darstellung der jeweils lebenden Schafe zu den einzelnen Meßzeitpunkten während des
Versuchzeitraumes.
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5. Diskussion
5.1. Chronische Endotoxämie am Schafmodell
Für unsere Untersuchungen war eine tierexperimentelle Studie unverzichtbar. Ein In-
Vitro-Modell  kam nicht in Frage, weil sich die komplexen und systemischen
Reaktionen, wie sie bei einem SIRS auftreten in vitro nicht zuverlässig und in ihrer
vollständigen Komplexität darstellen lassen. Das chronisch instrumentierte Schaf
wurde für diese Studie gewählt, da die Endotoxämie im Schaf ein bereits seit Jahren
anerkanntes und etabliertes Sepsis- bzw. SIRS-Modell darstellt (TRABER, 2000;
PARKER, 2001). Als Endotoxin wurde das LPS von Salmonella typhimurium gewählt.
Schafe zeigen im Gegensatz zu vielen anderen Tierspezies eine dem Menschen sehr
ähnliche Empfindlichkeit gegenüber dem Endotoxin. So reagieren sie bei ähnlichen
LPS-Dosen von 10-20ng/kg/min (in dieser Studie 10ng/kg/min) mit einem
hyperdynamen Kreislauf und einer Erniedrigung des systemvaskulären Widerstandes
(TRABER, 1988; WESTPHAL, 2002; VAN DEVENTER, 1990). Um eine Sepsis
zuverlässig zu rekonstruieren und valide Daten zu erheben, war eine kontinuierliche
LPS-Infusion notwendig. Die Gabe einzelner Boli war aufgrund der nur kurz
anhaltenden Reaktion auf das LPS nicht möglich. Auch die Applikation von lebenden
Bakterienstämme zur Induktion einer Sepsis bzw. eines SIRS kam im Gegensatz zum
LPS nicht in Frage, da das LPS genauer zu dosieren ist, ein konstantes
Krankheitsstadium aufrecht erhalten werden kann und der Vorgang der
Bakterienapplikation mit einem hohen Aufwand und zahlreichen Komplikationen
verbunden ist (FREISE, 2001). An gesunden Probanden konnte gezeigt werden, dass
die kontinuierliche LPS-Infusion zu gleichen Reaktionen führt, wie sie in der Frühphase
von septisch erkrankten Personen zu finden sind (Martich, 1993).
Neben diesen wissenschaftlich begründbaren Argumenten für das Schaf als Sepsis-
bzw. SIRS-Modell spielen auch eine Reihe rein praktikabler Gründe eine Rolle.
Aufgrund der ähnlichen Größenverhältnisse zwischen Schaf und Mensch können die
für den Menschen konzipierten Katheter und Meßinstrumente für das hämodynamische
Monitoring verwendet werden. Eine invasive Messung der hämodynamischen
Parameter, wie sie im Rahmen dieser Studie ebenfalls durchgeführt wurde, ist im
Kleintiermodell nicht möglich. Das Schaf erträgt Manipulationen wie Blutentnahmen
nach einer kurzen Gewöhnung an die Anwesenheit von Menschen ohne Anzeichen
Diskussion                                                                                                                   134
von Streß, wie z.B. messbare kardiovaskuläre Veränderungen. Aufgrund der Größe
des Schafes bestand nicht die Gefahr, durch die notwendigen Blutentnahmen eine
Anämie auszulösen. Weiterhin war die Beschaffung der Versuchstiere, sowie ihre
Versorgung einfach und kostengünstig. Ein Teil der an der Studie beteiligen Personen
hatte bereits gute praktische Erfahrungen mit dem Sepsismodell „Schaf“ gesammelt,
so dass alle Beteiligen hiervon profitieren konnten.
Die Tiere wurden während des gesamten Versuches von einer erfahrenen Tierärztin
betreut. Erwartungsgemäß kam es zu einer hyperdynamen Kreislaufsituation und zu
einer Erhöhung der Körperkerntemperatur. Der Allgemeinzustand der Tiere
verschlechterte sich bereits initial deutlich, besserte sich allerdings geringfügig bei
einzelnen Tieren im Verlauf. Die Todesfälle innerhalb der Placebogruppe standen in
unmittelbaren Zusammenhang mit einer ausgeprägten respiratorischen Insuffizienz der
Schafe. Einzelne absolut präfinal erkrankte Schafe wurden aus ethischen Gründen
durch die zuständige Tierärztin euthanasiert, wenn noch ein längerer Zeitraum bis zur
nächsten Messung vor den Schafen lag und ein Überleben der Tiere bis zu diesem
Zeitpunkt sicher nicht mehr möglich war. Der Tierärztin war nicht bekannt, welches Tier
Placebo oder Verum bekommen hatte. Die Blutproben der verstorbenen Schafe
zeigten klinisch in aller Regel bereits vor dem Tod des Schafes eine mehr oder weniger
ausgeprägte Hämolyse.
Da sich zeigte, dass einige der zur Verfügung stehenden  Schafe bereits vor
Versuchsbeginn  vorerkrankt waren, mußten diese Tiere leider vom Versuch
ausgeschlossen werden. Die Vorerkrankungen manifestierten sich z.B. durch eine
bereits vor Beginn der Versuche festgestellte erhöhte Körperkerntemperatur. Der
Ausschluß einzelner Tiere führte leider insbesondere in den Verumgruppen zu
erheblich kleineren Gruppen als geplant, was die Aussagekraft der erhoben Daten
drastisch reduziert. Erschwerend zeigte sich bei der entgültigen Auswertung der
Ergebnisse, dass noch ein weiterer Teil der Tiere vermutlich subklinisch vorerkrankt
war. Diese Tatsache wird innerhalb der Diskussion kritisch beleuchtet und anhand von
Daten belegt. Trotz der Einschränkungen durch die kleinen Gruppengrößen und der
offensichtlichen Vorerkrankungen einzelner Tiere lassen sich zum Teil trotzdem
eindeutige Tendenzen aus den erhobenen Daten ableiten. In der Placebogruppe
wurden insgesamt 9 Tiere in die Auswertung einbezogen, in der Verumgruppe der
Charge A 3 Tiere und in der Verumgruppe der Charge B 2 Tiere. Wegen der geringen
Diskussion                                                                                                                   135
Guppengröße war die Berechnung von statistischen Signifikanzen in der Verumgruppe
der Charge B nicht zulässig.
5.2. TSP-1
Der Aufbau und die Funktionen des TSP-1-Moleküls wurde bereits im Kapitel 1.2.
ausführlich dargestellt. Das in dieser Arbeit verwendete TSP-1 lag in zwei
verschiedenen Konformationszuständen vor, deren jeweilige Wirkung auf die
Thrombozyten und Leukozyten im Rahmen des SIRS untersucht wurde. Auf die
Unterschiede in der Konformation kann derzeit nicht näher eingegangen werden, da
sie noch Gegenstand weiterer Untersuchungen ist. Dass die Funktionen des TSP-1
unter anderem von der Konformation des Moleküls und von seiner Vorbehandlung
abhängig sind, zeigen die folgenden Beispiele, bei denen es um die Interaktionen
zwischen TSP-1 und verschiedenen Zellen wie Thrombozyten und weiteren für diese
Arbeit relevanten Molekülen wie Fibrinogen geht.
Die am N-terminalen Ende des TSP-1-Moleküls gelegene heparinbindende Domäne
enthält mindestens 3 verschiedene Aminosäuresequenzen, die in der Lage sind
Heparin oder Heparansulfat-Proteoglykan zu binden. Heparansulfat-Proteoglykan ist
ein wichtiger Bestandteil zahlreicher Zellmembranen, was erklärt, warum das TSP-1
mit dieser Domäne an Zellen wie unter anderem an Thrombozyten anbinden kann.
Gleichzeitig kann das TSP-1 über diese Domäne auch das für die Interaktionen mit
Thrombozyten und der extrazellulären Matrix wichtige Fibrinogen binden. Das TSP-1
kann also über die heparinbindende Domäne großen Einfluß auf die umgebenen
Zellen, Zell-Zell-Interaktionen und die extrazelluläre Matrix nehmen und eine steuernde
Funktion wahrnehmen (CLEZARDIN, 1997; CHEN, 1996). Die Gabe von zusätzlichem
Heparin oder Heparansulfat-Proteoglykan kann, über diesen Mechanismus die
Bindung an andere Zelloberflächen oder auch an oberflächen gebundenes Fibrinogen
unterbinden. Wird das N-terminale Ende des Moleküls durch z.B. Thrombin vom Rest
des Moleküls abgeschnitten, so verliert das Restmolekül die Fähigkeit an andere Zellen
anzubinden, während das TSP-1-Fragment mit der heparinbindenden Domäne
keinerlei Funktionen in Bezug auf die Zellbindungseigenschaften einbüßt.
Der Konformationszustand des Moleküls beeinträchtigt jedoch nicht nur die Funktion
der heparinbindenden Domäne, sondern spielt auch eine weitere wichtige Rolle in
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anderen Regionen des TSP-1-Moleküls. So verursacht z.B. die Ca2+-Beladung in den
type 3-repeats eine Änderung der Konformation, was unter anderem die
Anbindungsfähigkeit des TSP-1 an Granulozyten beeinflußt (ANNIS, 2007).
5.3. Innergruppenvergleich der Placebogruppe
Ein Innergruppenvergleich innerhalb der Placebogruppe wurde durchgeführt um an
den nicht behandelten Schafen feststellen zu können, ob sich einer der gemessenen
Parameter als Vorhersageparameter für die Prognose des SIRS eignen könnte. Die
Placebogruppe wurde zu diesem Zweck in zwei Gruppen aufgeteilt, wobei in einer
Gruppe einmal die vor Versuchsende gestorbenen Schafe (n=4) zusammengefaßt
wurden und in der zweiten Gruppe die überlebenden Schafe (n=5). Nachteil dieser
Untersuchung war, dass die beiden Gruppen relativ klein waren und sich so leider nur
Hinweise auf mögliche Prognoseparameter ermitteln ließen.
5.3.1. Innergruppenvergleich der Placebogruppe: Thrombozyten
Während des gesamten Beobachtungszeitraumes zeigte sich, dass die Schafe der
überlebenden Gruppe zu jedem Zeitpunkt eine höhere ex vivo-Anbindung des Anti-
Fibrinogen-Antikörpers, von Fibrinogen, Faktor XIII und von-Willebrand-Faktor im
Vergleich zur verstorbenen Schafsgruppe haben. Mit Ausnahme des Faktor XIII ist
dieser Unterschied, trotz der kleinen Gruppengröße, jeweils zu mindestens einem der
Zeitpunkte, meist zum Meßzeitpunkt 1h, statistisch signifikant. Die Messung des
bereits in vivo gebundenen Fibrinogens und der ex vivo-Bindungskapazität für
Fibrinogen zeigte eine besonders eindeutige Tendenz mit signifikanten Unterschieden
bei 3 bzw. bei 2 Meßzeitpunkten zwischen beiden Gruppen.
Diese insgesamt eindeutige Tendenz spricht vermutlich dafür, dass die Thrombozyten
der überlebenden Schafsgruppe eine bessere funktionelle Kapazität haben und in der
Lage waren, deutlich intensiver mit ihrer Umgebung zu interagieren und zu reagieren.
Es ist anzunehmen, dass diese bessere funktionelle Kapazität der Thrombozyten,
begründet, weshalb die eine Schafsgruppe ein besseres „Outcome“ hat als die andere.
Warum die eigentlich verschiedenen Faktoren alle die gleiche Tendenz zeigen und ob
möglicherweise ein gemeinsamer Mechanismus während des SIRS zu dem
gleichartigen Bindungsverhalten der Faktoren an die Thrombozyten führt bleibt offen.
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Angesichts dieser insgesamt eindeutigen Tendenz erscheint es durchaus sinnvoll eine
diagnostische Beobachtungsstudie an Patienten durchzuführen, bei der geklärt werden
sollte, ob die Fähigkeit der Thrombozyten die genannten Faktoren zu binden,
tatsächlich mit einem besseren „Outcome“ bei einer Sepsiserkrankung verbunden ist.
Neben dem ex vivo-Bindungsverhalten an Thrombozyten wurde ferner untersucht, in
wie weit die Thrombozyten beider Gruppen noch die Kapazität haben auf eine
zusätzliche Stimmulierung zu reagieren. Zu diesem Zweck wurde die Bindung von
Fibrinogen nach Aktivierung der Thrombozyten mit Kollagen (1,5µg/ml) und TRAP
(50µM) gemessen, die Bindung von FXIII nach Stimmulierung mit Kollagen (1,5µg/ml)
und die Bindung des vWF’s nach Aktivierung mit Ristocetin A(0,8µg/ml). In der
Tendenz zeigt sich hier erneut, dass die Thrombozyten der überlebenden Gruppe
unabhängig von ihrer Voraktivierung noch insgesamt stärker auf die zusätzliche
Aktivierung reagieren. Die Tendenz ist hierbei nicht so eindeutig wie bei der ex vivo-
Messung und isolierte signifikante Unterschiede treten nur in zwei Fällen unabhängig
von der Voraktivierung auf.
Betrachtet man nun die dense bodies zeigt sich, dass die Tiere aus der verstorbenen
Schafsgruppe bereits vor Versuchsbeginn erheblich weniger Mepacrine eingelagert
hatten und somit offensichtlich bereits vor Versuchsbeginn weniger dense bodies
hatten. Der Unterschied war unmittelbar vor Beginn der LPS-Infusion statistisch
signifikant (p<0,01) und die größere Anzahl an dense bodies zeigt sich sowohl ex vivo,
als auch nach zusätzlicher Stimmulierung mit Kollagen bis zum Meßzeitpunkt 4h. Da
ein solch deutlicher Unterschied zwischen beiden Gruppen bereits vor Versuchsbeginn
und bei gleichen Startbedingungen unrealistisch ist, bleibt nur die Schlußfolgerung,
dass die Tiere der verstorbenen Gruppe bereits vor Versuchsbeginn subklinisch
erkrankt waren und schlechtere Ausgangsbedingungen hatten. Bei der Sektion eines
der verstorbenen Schafe fand der Untersucher zahlreiche Granulome in der Lunge, die
diese Theorie erhärteten.
Die Theorie, dass die verstorbenen Schafe bereits vor Versuchbeginn krank waren
erhärtet sich auch, wenn man das Vorkommen der Thrombozyten-Mikropartikel
betrachtet. Bereits vor Versuchsbeginn und zu jedem weiteren Meßzeitpunkt trat in der
Gruppe der verstorbenen Schafe eine deutlich größere Menge an Thrombozyten-
Mikropartikeln auf. Der Unterschied zwischen beiden Gruppen war nicht signifikant,
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zeigte jedoch eine sehr eindeutige Tendenz.
Abschließend bleibt zusammenzufassen, dass die Gruppe der verstorbenen Schafe
vermutlich durch subklinische Vorerkrankungen deutlich schlechtere Ausgangs-
bedingungen für das Überleben hatte. Ob die Fähigkeit der Thrombozyten ex vivo
Faktor XIII, vWF oder endogenes und exogenes Fibrinogen zu binden, tatsächlich als
früher Prognoseparameter für den Verlauf der Sepsis in Frage kommt, sollte in einem
größeren klinischen Studienkollektiv untersucht werden, die ggf. auch den Einfluß von
Vorerkrankungen berücksichtigt.
5.3.2. Innergruppenvergleich der Placebogruppe: Monozyten
Bei der Bindung von TSP-1 und Faktor VIIa an Monozyten zeigt sich in beiden
Untersuchungen eine tendentiell größere ex-vivo-Anbindung der Faktoren an die
Thrombozyten der überlebenden Schafsgruppe im Vergleich zur verstorbenen
Schafsgruppe. Das Signifikanzniveau wird zu keinem Zeitpunkt erreicht. Es dauert
etwa 2 Stunden nach Beginn der Sepsis bis die Monozyten eine maximale
Bindungsfähigkeit für TSP-1 und den Faktor VIIa aufweisen, was vermutlich mit ihrem
Aktivierungszustand und ihrer funktionellen Kapazität im Zusammenhang steht. Da
sich auch bei dieser Untersuchung zeigt, dass es bereits vor Beginn der Sepsis
deutliche Unterschiede zwischen der Gruppe der überlebenden Schafe und der
Gruppe der verstorbenen Schafe gibt, liegt die Vermutung nahe, wie bereits im
vorherigen Abschnitt, dass die Gruppe der verstorbenen Schafe bereits vor
Versuchsbeginn erkrankt waren und hierdurch schlechtere Ausgangsbedingungen
hatten.
Die Frage, ob es sich lohnt, die Bindung von TSP-1 und vom Faktor VIIa an Monozyten
im Hinblick auf ihre Aussagekraft als Prognosefaktor für die Sepsis näher zu
untersuchen, kann daher aus unseren Daten nicht eindeutig beantwortet werden. Es
zeigte sich zwar die Tendenz, dass die Schafe der überlebenden Gruppe eine größere
Fähigkeit haben TSP-1 und den Faktor VIIa zu binden, die Unterschiede zwischen
beiden Gruppen waren aber während des gesamten Zeitraumes sehr gering.
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5.3.3. Innergruppenvergleich der Placebogruppe: PMNL
Nach Beginn des SIRS weisen die PMNL eine zunehmende Bindungskapazität für
TSP-1 und für den Faktor VIIa auf. Eindeutige Unterschiede zwischen den Gruppen
der verstorbenen und der überlebenden Schafe lassen sich jedoch nicht entdecken, so
dass sich keiner der beiden Parameter als früher Prognosefaktor für den Verlauf des
SIRS eignen dürfte. Eine starke Anbindung dieser beiden Faktoren an die PMNL
spiegelt allenfalls die Tatsache wieder, dass die PMNL durch z.B. ein SIRS stark
aktiviert sind, was jedoch keine Aussage über die Prognose zuläßt.
Die Assoziatbildung zwischen den PMNL und den Thrombozyten war zu den beiden
Baseline-Messungen in der Gruppe der verstorbenen Schafe bereits tendenziell größer
als in der überlebenden Schafsgruppe. Dies spricht erneut dafür, dass die PMNL
bereits vor Versuchsbeginn stärker aktiviert waren als die PMNL der überlebenden
Schafsgruppe. Diese Beobachtung paßt zu den Befunden, die bereits bei der Analyse
der Thrombozyten und Monozyten erhoben wurde und die eindeutig für eine
Vorerkrankung der Schafe spricht. Nach Beginn des SIRS wurde die Assoziatbildung
unverzüglich in beiden Gruppen größer. Die Assoziatbildung in der Gruppe der
verstorbenen Schafe erreichte jedoch deutlich größere Werte, so dass sich zu allen
weiteren Messzeitpunkten signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen ergeben.
Der Unterschied zum Meßzeitpunkt 1h war dabei hochsignifikant  (p<0,001), was evtl.
dafür sprechen könnte, dass die PMNL durch ihre Voraktivierung schneller und stärker
auf das beginnende SIRS reagiert haben. Die Tatsache, dass solch deutliche
Unterschiede zwischen den beiden Gruppen auftreten, legt die Vermutung nahe, dass
sich die Assoziatbildung zwischen PMNL und Thrombozyten durchaus als früher
Prognosefaktor für den Verlauf des SIRS eignen könnte. Um diese These zu
verifizieren sollte daher eine klinische Studie durchgeführt werden mit der
Fragestellung, ob dass vermehrte Auftreten von PMNL/TZ-Assoziaten tatsächlich mit
einem schlechteren Outcome verbunden ist.
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5.4. Intergruppenvergleich
5.4.1. Intergruppenvergleich Baseline und Baseline „Verumeffekt“
Die Baseline-Messungen dienen allen Messungen als Ausgangswert. Da alle Proben,
unabhängig von ihrer Gruppe, zu diesem Zeitpunkt identisch behandelt wurden, sollten
sich theoretisch keine Unterschiede zwischen den einzelnen Gruppen zeigen.
Störfaktoren könnten hier eine versehentliche falsche Behandlung der Proben sein
oder ungleiche Startbedingungen für die Schafe z.B. durch Vorerkrankungen. Bei
unseren Messungen zeigte sich zu keinem Meßzeitpunkt ein signifikanter Unterschied
zwischen der Placebogruppe und den beiden Verumgruppen, so dass wir davon
ausgehen, dass die Versuchsdurchführung und die Probenbehandlung zu konsistenten
Meßergebnissen geführt hat. Geringe Unterschiede, die nicht das Signifikanzniveau
erreicht haben, können aufgrund der kleinen Gruppengröße durch physiologische
Schwankungen erklärt werden oder durch inapparente Vorerkrankungen, wie sie im
Innergruppenvergleich der Placebogruppe festgestellt werden konnten.
Die Baseline „Verumeffekt“-Messung dient dazu herauszufinden, welchen Einfluß allein
die Gabe des Verums hat. Innerhalb der Placebogruppe sollten sich daher keine
Unterschiede zur Baseline-Messung ergeben, während Unterschiede in der
Verumgruppe im Vergleich zur Placebogruppe oder zur Baseline-Messung auf die
Gabe des Verums zurückgeführt werden können. Da die LPS-Infusion zu diesem
Zeitpunkt noch nicht gestartet wurde, spielt das SIRS noch keine Rolle. Unsere
Messungen ergaben bei insgesamt vier verschiedenen Messungen signifikante
Unterschiede zwischen der Verumgruppe der Charge A und der Placebogruppe,
jedoch keine Unterschiede zur Verumgruppe der Charge B. Ein signifikanter
Unterschied zeigte sich dabei bei der ex vivo-Messung des endogen angebundenen
Fibrinogens. Die Bindung von in vitro zugesetztem Fibrinogen war im Vergleich zur
Placebogruppe zu diesem Zeitpunkt zwar deutlich größer, das Signifikanzniveau wurde
jedoch nicht erreicht. Die Bindung des vWF war nach der Gabe des Verums ebenfalls
erheblich größer als in der Placebogruppe. Weitere signifikante Unterschiede zwischen
der Placebogruppe und der Verumgruppe der Charge A traten jeweils nach Aktivierung
mit Kollagen auf und spiegelten sich im ex vivo-Bindungsverhalten für Fibrinogen und
den Faktor XIII wieder.
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Aus den erhobenen Daten läßt sich die Schlußfolgerung ziehen, dass das Verum der
Charge A bereits einen gewissen, möglicherweise aktivierenden oder
aktivierungsähnlichen Effekt auf die Thrombozyten ausübt, der weiter untersucht
werden sollte. Das Verum der Charge B zeigte diesen Effekt nicht oder nur sehr
schwach. Aufgrund der nur geringen Gruppengröße und der Vorerkrankungen
einzelner Schafe ist die Beurteilung der Meßergebnisse deutlich erschwert. Die Gabe
des Verums der Charge A schien bei der Messung einiger weiterer Faktoren einen
Einfluß zu nehmen, was sich jedoch nicht mit signifikanten Unterschieden darstellen
ließ (z.B. ex-vivo-Bindung von Fibrinogen). Eine weitere Untersuchung der Wirkung
des Verums der Charge A erscheint daher vielversprechend zu sein.
5.4.2. Intergruppenvergleich: Thrombozyten
5.2.2.1. Anti-Fibrinogen-Antikörper-Bindung
Fibrinogen zählt zu den Akute-Phase-Proteinen. Es ist ein wichtiges Brückenmolekül
zwischen den Thrombozyten und ist in der Lage aktivierungsabhängig über den
Rezeptor GP IIbIIIa an sie zu binden. Trotz des ausgelösten SIRS zeigte sich in der
Placebogruppe nicht die erwartete konstante Zunahme der endogenen Bindung des
Fibrinogens an die Thrombozyten, was möglicherweise auf eine Erschöpfung der
Thrombozyten hindeuten könnte.
Die Thrombozyten der Verumgruppe der Charge A waren unmittelbar nach Gabe des
Verums signifikant stärker mit endogenem Fibrinogen beladen als die der
Placebogruppe, so dass davon ausgegangen werden kann, dass die Gabe des
Verums der Charge A zu einer deutlichen Steigerung der Fibrinogenanbindung an die
Thrombozyten beigetragen hat. Mit nachlassenden Plasmaspiegeln des Verums nimmt
auch diese durch das Verum verursachte Fibrinogenbindung der Thrombozyten
kontinuierlich ab, bis nach 8h wieder das Niveau der Placebogruppe erreicht wird.
Dieser zeitliche Verlauf paßt in etwa mit der natürlichen Halbwertszeit des
Thrombospondin-1 von ca. 9h überein (DAWES, 1983). Ob die größere Anbindung des
endogenem Fibrinogens tatsächlich auf einer Aktivierung der Thrombozyten oder auf
einem anderen Mechanismus beruht, muß dabei noch geklärt werden.
In der Verumgruppe der Charge B zeigt sich bis zur 8h Messung eine gering
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zunehmende Bindung des endogenen Fibrinogens. Die Bindung des endogenen
Fibrinogens war  tendentiell zu allen Meßzeitpunkten größer als in der Placebogruppe.
Aufgrund der kleinen Gruppengröße kann nicht beurteilt werden, ob es sich hier um
einen Zufall handelt oder ob das Thrombospondin der Charge B hier einen Einfluß
nimmt.
5.4.2.2. Fibrinogenbindung an Thrombozyten in vitro
Bei der Untersuchung des Bindungsvermögens für in vitro zugegebenes Fibrinogen  an
Thrombozyten zeigte sich in der Verumgruppe der Charge A erneut bis zur 8h
Messung eine höhere Anbindung des Fibrinogens als in der Placebogruppe. Diese
Feststellung korreliert damit, dass auch die endogene Fibrinogen-Bindung an
Thrombozyten in dieser Gruppe und bis zu diesem Zeitpunkt größer ist als in der
Placebogruppe. Der zeitliche Verlauf läßt sich hier möglicherweise erneut auf die
natürliche Halbwertszeit des Thrombospondin-1 zurückführen, wenn man davon
ausgeht, dass der Effekt tatsächlich auf der Thrombospondin-1-Gabe beruht. Nach der
8h-Messung gab es keinen Unterschied mehr zwischen den beiden Gruppen.
Die Verumgruppe der Charge B zeigte erneut keinen Unterschied zur Placebogruppe.
5.4.2.3. Gerinnungsfaktor XIII-Bindung an Thrombozyten
Der Fibrin stabilisierende Faktor (Faktor XIII) ist in der Lage über den GP IIbIIIa-
Rezeptor aktivierter Thrombozyten an Thrombozyten zu binden (DEVINE, 1996). Die
Thrombozyten der Placebogruppe waren trotz des durch das LPS-induzierten SIRS
nicht in der Lage in vitro zugeführten Faktor XIII an sich zu binden. Worauf die Ursache
dieses Phänomens beruht, kann hier nur vermutet werden. Eine Erklärung könnte z.B.
sein, dass die GP IIbIIIa-Rezeptoren innerhalb der Placebogruppe bereits durch
andere Faktoren, mit einer höheren Affinität zum Rezeptor, belegt sind. Die Bindung
des Faktors XIII an Thrombozyten in den beiden Verumgruppen ist in der Gruppe der
Charge A bis zur 8h-Messung und in der Gruppe der Charge B über den gesamten
Zeitraum deutlich größer als in der Placebogruppe. Der Unterschied ist dabei in der
Gruppe der Charge A zu den Zeitpunkten 1h, 2h und 8h statistisch signifikant.
Insbesondere der Kurvenverlauf in der Verumgruppe der Charge A mag erneut darauf
hinweisen, dass die Wirkung des Verums zum Zeitpunkt der 12h Messung bereits
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nachgelassen hat, da sich die Kurve hier der Kurve der Placebogruppe annähert. Es
erscheint hier durchaus möglich, dass die deutlich stärkere Anbindung des Faktor XIII
an die Thrombozyten nicht auf eine durch das TSP-1 ausgelöste Aktivierung der
Thrombozyten zurückzuführen ist, sondern auf einen noch nicht bekannten anderen
Mechanismus. Dies kann auch erklären, warum die Messung der Annexin V-Bindung
an Thrombozyten im Verlauf des SIRS keine maximale Aktivierung der Thrombozyten
anzeigte (vgl. Dissertation Timo Pauli, WWU Münster 2007). Wäre der Effekt der
besseren Anbindung des Faktors XIII an Thrombozyten ausschließlich auf eine durch
das Thrombospondin-1 ausgelöste Aktivierung der Thrombozyten zurückzuführen, so
hätte die Anbindung innerhalb der Placebogruppe nach Beginn des SIRS ebenfalls
größer bzw. im Verlauf zunächst zunehmend sein müssen, da bekannt ist, daß das
LPS zu einer Thrombozytenaktivierung führt und somit Thrombospondin freigesetzt
wird.
5.4.2.4. Von-Willebrand-Faktor-Bindung an Thrombozyten
Von-Willebrand-Faktor kann mit seiner Domäne A1 an das Glykoprotein Ibα binden,
welches Bestandteil des thrombozytären von-Willebrand-Rezeptors ist. Diese Bindung
führt zu einer Aktivierung der Thrombozyten und damit auch zu einer Aktivierung des
Integrin-Rezeptors IIbIIIa. Der aktivierte GP IIbIIIa-Rezeptor ist in der Lage an eine für
Adhäsionsproteine typische RGD-Sequenz am C-terminalen Ende des von-Willebrand-
Faktors irreversibel zu binden (vgl. Kapitel 1.3.3.1.). Die Bindung des vWF’s an
Thrombozyten ist somit im Regelfall aktivierungsabhängig und kann als Marker des
Aktivierungszustandes der Thrombozyten dienen (RUGGERI, 1993; SCHMUGGE,
2003).
Nach Applikation des Verums der Charge A zeigt sich unverzüglich eine z.T.
signifikante Zunahme der Bindung des VWF’s an die Thrombozyten, wie sie bereits
ähnlich beim Faktor XIII und beim Anti-Fibrinogen-Antikörper beobachtet werden
konnte. Auch hier scheint die Wirkung des Verums mit nachlassendem Plasmaspiegel
kontinuierlich weniger zu werden, bis zum Meßzeitpunkt 12h etwa das Niveau der
Placebogruppe erreicht wird. Wie bereits beim Faktor XIII erörtert wurde, bleibt auch
hier zu diskutieren, ob das Verum der Charge A durch eine Aktivierung des
Thrombozyten zu einer verstärkten Anbindung an die Thrombozyten führt oder ob ein
noch nicht bekannter anderer Mechanismus die verstärkte Anbindung bewirkt. Wie
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auch bei der Analyse der Faktor XIII-Bindung zeigt sich erneut, dass das Verum der
Charge A einen erheblich größeren Einfluß auf das Bindungsverhalten hat, als das
Verum der Charge B. Auch hier ist erneut festzustellen, dass das Verum vermutlich
aufgrund der natürlichen Halbwertszeit spätestens zum Meßzeitpunkt 12h seine
Wirksamkeit verloren hat.
5.4.2.5. Dense bodies-Sekretion
Der Fluoreszenzfarbstoff Mepacrine lagert sich bei Kontakt mit Thrombozyten in die
dense bodies ein. Bei Aktivierung des Thrombozyten kommt es zu einer Sekretion der
dense bodies, was sich anhand der nachlassenden Fluoreszenz im
Durchflußzytometer feststellen läßt. Eine hohe Voraktivierung der Thrombozyten führt
so zu niedrigeren Fluoreszenzwerten als bei nicht voraktivierten Thrombozyten.
Nach Beginn des SIRS kommt es innerhalb der Placebogruppe zu einem deutlichen
Abfall der Fluoreszenz, was durch die zunehmende Aktivierung der Thrombozyten zu
erklären ist. In beiden Verumgruppen sind bereits die Baseline-Fluoreszenz-Werte
niedriger, so dass man davon ausgehen kann, dass hier bereits eine gewisse
Voraktivierung eine Rolle spielen muß. Im Rahmen des Innergruppenvergleiches war
bereits aufgefallen, dass ein Teil der Schafe der Placebogruppe vorerkrankt war. Es ist
deshalb durchaus möglich, dass auch Tiere innerhalb der Verumgruppen an
Vorerkrankungen litten, die sich in den bisherigen Messergebnissen nicht
wiedergespiegelt haben. Aufgrund der geringen Gruppengröße sind jedoch auch
Meßfehler nicht sicher auszuschließen.
Trotz der Voraktivierung der Thrombozyten kommt es in den Verumgruppen nicht zu
einem weiteren Abfall der Fluoreszenz. Eine weitere Untersuchung, ob das Verum der
Charge A die dense bodies-Sekretion hemmen kann, erscheint hier, trotz der nicht
signifikanten Meßwerte, sehr sinnvoll.
5.4.2.6. Thrombozyten-Mikropartikel
Thrombozyten-Mikropartikel entstehen insbesondere bei starker Aktivierung. Bei
beiden Baseline-Messungen zeigten sich noch keine deutlichen Unterschiede
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zwischen der Placebogruppe und den beiden Verumgruppen. Nach Beginn des SIRS
zeigt sich schließlich erwartungsgemäß eine kontinuierliche Zunahme der
Thrombozyten-Mikropartikel innerhalb der Placebogruppe, was mit der starken
Aktivierung der Thrombozyten im Rahmen des SIRS zu erklären ist. In der
Verumgruppe der Charge A kommt es trotz des SIRS zunächst sogar zu einem Abfall
der Mirkropartikel-Zahlen, bevor es dann, etwa ab dem Meßzeitpunkt 4h, zu einer
langsamen Zunahme der Mikropartikel-Zahlen kommt, die jedoch nie das Niveau der
Placebogruppe erreicht. Da das Signifikanzniveau nicht erreicht wird, kann hier erneut
nur von Tendenzen gesprochen werden. Das Verum der Charge B zeigte diesen Effekt
nicht und zeigte insgesamt einen ähnlichen Kurvenverlauf wie die Placebogruppe.
Aufgrund dieser Ergebnisse kann, wie auch bei der Untersuchung der dense bodies-
Sekretion, die Hypothese erstellt werden, dass das Verum der Charge A
möglicherweise einen gewissen hemmenden Einfluß auf die
Thrombozytenmikropartikelbildung ausüben kann und die Schafe somit vor der
Entstehung einer disseminierten intravasalen Gerinnung schützen könnte.
5.4.2.7. Aktivierbarkeit der Thrombozyten durch Kollagen
Anhand einer zusätzlichen Stimmulierung der Thrombozyten durch 1,5µg/ml Kollagen
in vitro wurde untersucht, ob trotz des SIRS noch die funktionelle Kapazität der
Thrombozyten in den einzelnen Gruppen  erhalten bleibt.  Hierzu wurden die Faktoren
Fibrinogen-FITC, Faktor XIII-FITC und die Mepacrine-Einlagerung in die dense bodies
genauer betrachtet.
Es zeigte sich, dass die Thrombozyten der Placebogruppe nach zusätzlicher
Stimmulierung nicht in der Lage waren größere Mengen Fibrinogen-FITC zu binden,
was bedeutet, dass ihre funktionelle Kapazität erschöpft war. Im Gegensatz hierzu
zeigten beide Verumgruppen, dass sie nach Kollagen-Aktivierung in der Lage waren
zusätzlich größere Mengen Fibrinogen-FITC zu binden. Bei der Verumgruppe der
Charge A war dieses Phänomen besonders deutlich und erreichte signifikante Werte.
Der Effekt war unmittelbar nach der Verumgabe am ausgeprägtesten und ließ dann
kontinuierlich nach, bis zum Meßzeitpunkt 12h etwa das Niveau der Placebogruppe
erreicht war. In der Verumgruppe der Charge B war der Effekt schwächer ausgeprägt.
Diese Meßergebnisse gehen mit der bereits mehrfach getroffenen Feststellung einher,
dass einerseits das Verum durch die begrenzte Halbwertszeit von etwa 9h im Verlauf
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der Zeit seine Wirkung verliert und andererseits, dass das Verum die Thrombozyten in
die Lage versetzt verschiedene Faktoren besser zu binden.
Analog zu dieser Feststellung verhält es sich mit der Bindung des Faktor XIII-FITC
nach Kollagen-Aktivierung an die Thrombozyten. Auch hier zeigen die Thrombozyten
der Placebogruppe keine funktionelle Kapazität mehr, während die Thrombozyten der
beiden Verumgruppen in der Lage waren signifikant mehr Faktor XIII-FITC zu binden.
Auch hier trat der Effekt in der Verumgruppe der Charge A stärker auf und begann
bereits unmittelbar nach der Verumgabe.
Bei der Untersuchung der dense bodies-Sekretion zeigte sich zwischen den
Verumgruppen und der Placebogruppe nur zu einem einzelnen Zeitpunkt ein
tendentieller Unterschied zwischen den einzelnen Gruppen. Da es sich hier um den
Meßzeitpunkt Baseline „Verumeffekt“ innerhalb der Placebogruppe handelt, muß von
einem Meßfehler ausgegangen werden. Zwischen der Baseline und der Baseline-
Verumeffekt-Messung dürfen sich im Regelfall keine Unterschiede innerhalb der
Placebogruppe zeigen. Die Verumgabe scheint somit nach unseren Daten zu keiner
verstärkten Sekretion der dense bodies nach zusätzlicher Kollagen-Aktivierung zu
führen.
5.4.2.8. Aktivierbarkeit der Thrombozyten durch TRAP
Die Untersuchung der funktionellen Kapazität der Thrombozyten nach zusätzlicher
Stimmulierung durch TRAP wurde anhand des Bindungsvermögens für Fibrinogen-
FITC untersucht. Zwischen den drei Gruppen konnten hierbei weder tendentielle noch
signifikante Unterschiede festgestellt werden, so dass die Verumgabe innerhalb dieser
nur kleinen Gruppen zu keinen meßbaren Unterschieden führte.
5.4.2.9. Aktivierbarkeit der Thrombozyten durch Ristocetin A
Das ursprünglich als Antibiotikum entwickelte Ristocetin A wurde dazu genutzt die
funktionelle Kapazität der Thrombozyten im Hinblick auf ihr Bindungsvermögen für den
von-Willebrand-Faktor zu untersuchen. Hierzu wurde eine zusätzliche in-vitro-
Aktivierung der Thrombozyten mit Ristocetin A durchgeführt und anschließend
gemessen, in wie weit die Thrombozyten noch in der Lage waren zusätzlichen von-
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Willebrand-Faktor zu binden. Innerhalb der Placebogruppe ließ das Bindungsvermögen
für den von-Willebrand-Faktor während des SIRS kontinuierlich nach, während
insbesondere die Thrombozyten der Verumgruppe der Charge A in der Lage waren
signifikant größere Mengen des von-Willebrand-Faktors zu binden. Betrachtet man
diese Meßergebnisse unabhängig von der Voraktivierung der Thrombozyten, so zeigte
sich zu den Meßzeitpunkten 4h und 8h eine erheblich bessere Anbindung des von-
Willebrand-Faktors, ohne dass jedoch das Signifikanzniveau erreicht wurde. In der
Verumgruppe der Charge B zeigte sich ausschließlich zum Meßzeitpunkt 2h ein
deutlicher Unterschied zwischen den beiden Gruppen. Insgesamt betrachtet zeigt sich
erneut, dass das Verum in der Lage ist über einen gewissen Zeitraum die funktionelle
Kapazität der Thrombozyten in Bezug auf die von-Willebrand-Bindungsfähigkeit zu
steigern, wobei erneut das Verum der Charge A einen größeren Einfluß zu haben
schien als das Verum der Charge B.
5.4.2.10. Zusammenfassung: Thrombozyten
In zahlreichen Studien konnte belegt werden, dass ein SIRS bzw. eine Sepsis zu einer
Aktivierung des Gerinnungssystems und damit auch zu einer Aktivierung der
Thrombozyten führt. Die maximale Aktivierung des Gerinnungssytems führt dabei nicht
selten zum klinischen Vollbild einer disseminierten intravasalen Gerinnung (TEN
CATE, 2000). In dieser Studie wurde zur Induktion eines SIRS ein Endotoxin, das
Lipopolysacharid gram-negativer Bakterien vom Stamm Salmonella typhimurium
verwendet. In diversen, insbesondere tierexperimentellen Untersuchungen konnte
dabei gezeigt werden, dass Lipopolysaccharide in der Lage sind ein SIRS und eine
disseminierte intravasale Gerinnung auszulösen (ITOH, 1996; MATERA, 1992).
Montrucchio et al. postulieren dabei, dass die Aktivierung der Thrombozyten nicht in
erster Linie direkt vom LPS verursacht wird, sondern dass vielmehr die vom LPS über
den CD 14-Rezeptor stimmulierten Monozyten und PMNL zu einer Aktivierung der
Thrombozyten führen (Montrucchio, 2003).
Die Rolle der Thrombozyten im Rahmen der Sepsis wurde in einzelnen Studien dabei
unterschiedlich bewertet. So beschrieben Gawaz et al beispielsweise eine erhöhte
Plättchen-Aggregabilität, während Cowan eine erniedrigte Aggregabilität beschrieb
(Gawaz, 1997; Cowan 1976). Vermutlich darf die Plättchenfunktion im Rahmen der
Sepsis nicht einfach global betrachtet werden, sondern muß sehr differenziert nach
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den einzelnen Funktionen wie z.B. Aggregation, Sekretion und Adhäsion untersucht
werden. Weiterhin ist sicher relevant, zu welchem Zeitpunkt im Verlauf eines
SIRS/Sepsis die Thrombozytenfunktion untersucht wird.
Im Rahmen unserer Untersuchungen zeigte sich in der nicht behandelten
Placebogruppe eine abnehmende Substratanbindung von in vitro zugeführtem
Fibrinogen, Faktor XIII und des von-Willebrand-Faktor‘s. Diese Beobachtung spricht für
einen geringer werdenden Aktivierungszustand und eine geringer werdende
Aggregabilität der Thrombozyten im Verlauf des SIRS in vitro, wie er auch von Yaguchi
beschrieben wurde (YAGUCHI, 2004). Levi diskutiert diese abnehmende Plättchen-
aggregabilität und –aktivierung mit zwei verschiedenen Ansätzen, die näher untersucht
werden sollten. Seine These besagt, dass entweder die Sepsis selbst zu einer geringer
werdenden Plättchenaggregabilität führt oder dass die untersuchten Plättchen nicht
mehr in der Lage sind in vitro zu reagieren, da sie bereits in vivo maximal aktiviert
wurden und sie so in vitro so nicht mehr aggregieren können (Levi, 2004). Da die
Untersuchung des bereits in vivo gebundenen Fibrinogens während des gesamten
Versuches eher konstante Werte ergab und sich keine abfallende Tendenz zeigte, liegt
die Vermutung nahe, dass es durch die Sepsis nicht zu einer sofortigen „Erschöpfung“
der Thrombozyten kommt, sondern dass möglicherweise eine funktionelle Störung der
Thrombozyten durch die Sepsis verursacht wird, die zur abfallenden Bindungsfähigkeit
für verschiedene Substrate führt. Zur Klärung dieser Frage sollten weitere
Untersuchungen und diagnostische Beobachtungsstudien an Patienten erfolgen.
Nach Beginn des SIRS kam es nach unseren Untersuchungen erwartungsgemäß zu
einer starken Sekretion der Inhaltsstoffe der dense bodies, die im weiteren nur noch
gering zunahm und sich dann auf einem Niveau hielt. Bereits vier Stunden nach
Beginn des SIRS war keine weitere Sekretion der dense bodies mehr nachweisbar,
was dafür spricht, dass das SIRS bereits nach vier Stunden in vivo zu einer maximalen
Sekretion der dense bodies geführt hat, die sich im Verlauf nicht mehr steigern ließ.
Die dense bodies enthalten zahlreiche Sekundär-Botenstoffe, die in der Lage sind die
Stoffwechselprozesse in ihrer Umgebung zu beeinflussen. Vincent  et al. diskutiert, ob
diese „Erschöpfung“ dazu führt, dass Rezeptoren wie der GP IIbIIIa-Rezeptor nicht
mehr in der Lage sind, für eine normale Thrombozytenaggreagtion zu sorgen, obwohl
die Menge der verantwortlichen Rezeptoren normal ist (VINCENT, 2002).
Die Bildung der Thrombozyten-Mikropartikel nahm über den vollen Versuchszeitraum
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von insgesamt 24h kontinuierlich zu, was daraufhin deutet, dass die Bildungsfähigkeit
für die Mikropartikel während des Versuches nicht erschöpft war, sondern dass die
Fähigkeit zur Bildung der Mikropartikel hier durchaus noch erhalten war. Die
Mikropartikel sind dabei in der Lage weitere Zellen wie Leukozyten und Endothelzellen
zu aktivieren und durch ihre Inhaltsstoffe wie z.B. Arachidonsäure den Stoffwechsel
dieser Zellen zu beeinflussen (BARRY, 1998). Weiterhin scheint der zunehmende
Anteil an Thrombozyten-Mikropartikeln im Versuchsverlauf, also auch während des
fortschreitenden SIRS, ein Hinweis auf einen fortschreitenden Inflammationsprozess zu
sein.
Um heraus zu finden, ob die Thrombozyten trotz des SIRS eine erhaltene funktionelle
Kapazität aufweisen, wurden sie mit verschiedenen potenten Agonisten stimuliert. Die
Thrombozyten der Placebogruppe zeigten dabei, trotz dieser zusätzlichen Aktivierung
mit Kollagen, TRAP und Ristocetin A keine relevante Steigerung der
Substratanbindung, die sich in der Bindung von Fibrinogen, Faktor XIII oder von-
Willebrand-Faktor wiedergespiegelt hätte. Das ähnliche Phänomen der verringerten
Ansprache auf diese Plättchenagonisten wurde bei menschlichen Thrombozyten
bereits durch verschiedene Autoren wie Yaguchi und andere beschrieben (YAGUCHI,
2004). Diskutiert wird hier, ob eine Veränderung im Arachidonsäurestoffwechsel zu
diesem Phänomen führt (VINCENT, 2004; LUNDAHL, 1996).
Die Gabe des Thrombospondin-1 der Charge A führte in den meisten Messungen zu
mehr oder weniger deutlichen Unterschieden im Vergleich zur Placebogruppe.
Vermutlich aufgrund der insgesamt nur geringen Gruppengrößen waren die
Unterschiede leider nur selten statistisch signifikant. Es zeigte sich in der Verumgruppe
der Charge A eine signifikant größere Anbindung von endogenem Fibrinogen, sowie
von Faktor XIII und vWF. Die Anbindung von exogen zugeführtem Fibrinogen erreichte
nicht das Signifikanzniveau. Die bessere Substratanbindung, die wir auf die Gabe des
Verums zurückführen, läßt sich in allen Messungen maximal bis zum Meßzeitpunkt 8h
nachvollziehen, was vermutlich auf die natürliche Halbwertszeit des Verums von etwa
9h zurückzuführen ist (DAWES, 1983). Durch welchen Mechanismus das
Thrombospondin-1 die Substratanbindung an Thrombozyten während der Sepsis
beeinflußt, muß hier offen bleiben. Neben der besseren Substratanbindung zeigt sich
außerdem zumindest eine tendentiell bessere funktionelle Kapazität der
Thrombozyten, die sich dadurch nachweisen ließ, dass die Thrombozyten im
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Gegensatz zu den Thrombozyten der Placebogruppe noch in der Lage waren, auf
Agonisten wie Kollagen und Ristocetin A mit einer besseren Substratanbindung zu
reagieren. Eine bessere Aktivierbarkeit durch TRAP ließ sich bei der insgesamt kleinen
Gruppengröße nicht nachweisen. Eine genauere Untersuchung dieses Phänomens
sollte in einer diagnostischen Beobachtungsstudie am Patienten durchgeführt werden.
Die Untersuchung der dense bodies der Verumgruppe der Charge A ergab Hinweise
darauf, dass die Thrombozyten dieser Gruppe voraktiviert waren, da bereits die
Baseline-Messungen eine deutlich geringere Menge an dense bodies ergab als in der
Placebogruppe. Die Aussagekraft dieser Messung ist also eingeschränkt. Nach Beginn
des SIRS zeigte sich in der Verumgruppe kein weiterer Abfall der durch Mepacrine-
induzierten Fluoreszenz. Ob dies möglicherweise durch das Verum verursacht wird,
sollte im Rahmen einer weiteren Studie geklärt werden. Sollte der Effekt tatsächlich auf
das Verum zurückzuführen sein, so könnte dies bedeuten, dass das Verum auch in der
Lage ist die Thrombozyten in einen weniger aktivierten Zustand zu versetzten.
Untermauert werden könnte diese These auch durch das verringerte Auftreten von
Thrombozyten-Mikropartikeln im Verlauf der Sepsis. Auch hier werden keine
signifikanten Unterschiede festgestellt, es zeigen sich jedoch trotz der geringen
Gruppengröße eindeutige Tendenzen. Die hier beschriebenen Feststellungen können
die Wirksamkeit des Verums aufgrund der kleinen Gruppengrößen nicht beweisen, es
ergeben sich jedoch eindeutige Hinweise, die eine weitere Untersuchung der
beschriebenen Phänomen durchaus rechtfertigt.
Die Untersuchung der Verumgruppe der Charge B ergab wie auch die Untersuchung
der Verumgruppe der Charge A eine verbesserterte Substratanbindung, eine
verbesserte Aktivierbarkeit der Thrombozyten und relativ konstante Werte für die
Menge der dense bodies-Sekretion. Die beschriebenen Effekte waren insgesamt
deutlich weniger stark ausgeprägt und hielten meist nur über einen etwas kürzeren
Zeitraum an als in der Verumgruppe der Charge A. Die verbesserte Fähigkeit zur
Substratanbindung zeigte sich beim Faktor XIII und beim von-Willebrand-Faktor,
während sie beim in vivo und in vitro gebundenen Fibrinogen nicht darstellbar war.
Nach zusätzlicher Aktivierung durch Kollagen konnte eine bessere Anbindung von
Fibrinogen und Faktor XIII gezeigt werden und nach Aktivierung mit Ristocetin A war
die Anbindung des vWF’s zum Zeitpunkt 2h deutlich besser als in der Placebogruppe.
Wie auch in der Verumgruppe der Charge A konnte nach TRAP-Aktivierung keine
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verbesserte Anbindung von Fibrinogen an die Thrombozyten erreicht werden. Eine
dense bodies-Sekretion ließ sich nach Beginn in der sehr kleinen Verumgruppe der
Charge B nicht nachweisen, sondern insgesamt eher gleich- bis leicht ansteigende
Werte für die Menge der dense bodies. Bei der Menge der Thrombozyten-Mikropartikel
ließen sich ebenfalls keine eindeutigen Unterschiede zur Placebogruppe feststellen.
Insgesamt bleibt so festzustellen, dass das Verum der Charge B zwar ebenfalls einen
Einfluß auf die Thrombozytenfunktion zu haben scheint, dass dieser jedoch erheblich
schwächer ist und die Wirksamkeit möglicherweise nur über einen kürzeren Zeitraum
anhält, als die des Verums der Charge A.
5.4.3. Intergruppenvergleich: Leukozyten
5.4.3.1. TSP-1-Bindung
Thrombospondin-1 ist in der Lage sowohl an Monozyten als auch an PMNL zu binden
(SILVERSTEIN, 1987). Das an Leukozyten gebundene TSP-1 kann Zellkontakte
vermitteln und fördert die Bindung der Leukozyten an das Endothel. Diese
Interaktionen zwischen Leukozyten und Endothelzellen spielen insbesondere bei
Entzündungsreaktionen, aber auch in der Pathogenese der Artheriosklerose eine
wichtige Rollle, da sie die Migration der Leukozyten in das entzündete Gewebe fördern
(NARIZHNEVA, 2005). Bei unseren Untersuchungen ließ sich weder in der
Placebogruppe noch in der Verumgruppe der Charge A eine deutlich vermehrte
Bindung von TSP-1 an Monozyten oder PMNL während des SIRS nachweisen.
Ausschließlich in der Verumgruppe der Charge B zeigte sich eine größere Anbindung
des TSP-1 an Monozyten im Vergleich zur Placebogruppe. Der erwartete Anstieg der
TSP-1-Bindung an die Leukozyten war nicht nachweisbar. Um genauere Informationen
über das Bindungsvermögen der Leukozyten für TSP-1 während eines SIRS zu
erhalten, sollte der Versuch nochmals an einem größeren Kollektiv durchgeführt
werden. Es ist hier durchaus möglich, dass aufgrund der nur kleinen Gruppengröße
und der z.T. vorerkrankten Tiere, keine Unterschiede vor und nach Beginn des SIRS,
sowie zwischen den einzelnen Gruppen nachweisbar waren.
5.4.3.2. PMNL-Thrombozyten-Assoziate
Assoziate zwischen Leukozyten und Thrombozyten führen zu einem besonders
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effektiven Informationsaustausch zwischen den beiden Zellen, was in einer
gegenseitigen Aktivierung der Zellen münden kann (BAZZONI, 1991; LI, 2000). Je
stärker die beteiligten Zellen aktiviert sind, deso mehr Assoziate entstehen (LI, 2000).
Bei Aktivierung eines Thrombozyten wird vermehrt P-Selektin in die Zellmembran
eingebau, welches mit PSGL-1 (p-Selektin-Glykoprotein-Ligand-1) auf den Leukozyten
eine Bindung eingeht. Nach Beginn des SIRS kam es innerhalb der Placebogruppe zu
einem hochsignifikanten Anstieg der Thrombozyten-PMNL-Assoziate, was für eine
starke Aktivierung der beteiligten Zellen spricht (Baseline vs. 4h: p<0,001). In der
Verumgruppe der Charge A zeigten sich im Vergleich zur Placebogruppe keine
signifikanten Unterschiede, so dass sich keine Rückschlüsse auf den Einfluß des
Verums ziehen lassen. Im Gegensatz hierzu zeigte sich in der Verumgruppe der
Charge B ab dem Zeitpunkt 1h eine tendentiell niedrigere Assoziatbildung als in der
Placebogruppe. Ob dieser Effekt noch auf eine die Aktivierung hemmende Funktion
des TSP-1 zurückzuführen ist, kann hier weder belegt noch widerlegt werden. Eine
genauere Untersuchung des Phänomens könnte durchaus lohnend sein.
5.4.3.3. Zusammenfassung: Leukozyten
Ein SIRS führt zu einer starken Aktivierung des Immunsystems und des
Gerinnungssystems. Das infundierte LPS bindet im Körper zunächst an das LPS-
bindende Protein, bevor dieser Komplex in der Lage ist, an den CD 14-Rezeptor auf
myeloischen Zellen zu binden. Der CD 14-Rezeptor verursacht die Freisetzung von
NF-κB, welcher seinerseits zur Synthese proinflammatorischer Zytokine führt. Eine
Aktivierung der Leukozyten resultiert hieraus.
Bei unseren Untersuchungen ließ sich diese LPS-induzierte Aktivierung der
Leukozyten in der Placebogruppe nur am Beispiel der PMNL-Thrombozyten-Assoziate
nachvollziehen. Das Vorkommen der Assoziate ist umso größer, je stärker die
beteiligten Zellen aktiviert sind. Anhand der Bindung von TSP-1 an Monozyten und
PMNL ließ sich keine Aktivierung der Leukozyten nachvollziehen. Ob dies an der
kleinen Gruppengröße lag, oder ob die TSP-1-Bindung an die Leukozyten nicht direkt
aktivierungsabhängig ist, kann hier nicht beantwortet werden.
Die Gabe des Verums der Charge A hatte weder auf die TSP-1-Bindung an
Leukozyten, noch auf die Assoziatbildung einen meßbaren Einfluß, so dass hier keine
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neuen Erkenntnisse gewonnen werden konnten.
Die Assoziatbildung in der Verumgruppe der Charge B war tendentiell etwas niedriger
als in der Placebogruppe. Da die Verumgruppe der Charge B nur aus zwei Schafen
besteht, kann diese Beobachtung allenfalls als Hinweis dienen. Es sollte hier nochmal
eine Studie an einem größeren Kollektiv durchgeführt werden.
5.4.4. Intergruppenvergleich: Überleben (vgl. Diss. T. Pauli, WWU Münster)
In der Placebogruppe starben während des Versuchszeitraumes 4 von 9 Schafen,
während in den beiden Verumgruppen kein Schaf starb (0/3 und 0/2). Aufgrund der
geringen Gruppengröße, konnte trotz des deutlichen Unterschiedes kein statistisch
signifikanter Unterschied zwischen den beiden Verumgruppen und der Placebogruppe
berechnet werden. Die erhobenen Daten geben somit allenfalls Hinweise darauf, dass
die Gabe des Verums einen positiven Einfluß auf das Überleben des SIRS haben
könnte. Auch aus diesem Grunde, sollte eine weitere Studie an einem größeren
Kollektiv erfolgen.
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6. Schlußwort
Das SIRS ist bis heute eine schwere Erkrankung die mit einer hohen Letalität einher-
geht. Ziel dieser Arbeit war es herauszufinden, ob sich einerseits frühe Prognose-
parameter für den Verlauf des SIRS finden lassen und andererseits, ob das als Verum
eingesetzte TSP-1 in Abhängigkeit von der Konformation einen positiven Einfluß auf
das „Outcome“ erkrankter Tiere haben könnte..
Aufgrund der nur geringen Gruppengröße können die erhobenen Daten nur Hinweise
geben, welche Parameter in weiteren Studien genauer untersucht werden sollten.
Im Hinblick auf die Frage, ob Thrombospondin-1 einen positiven Effekt auf das
„Outcome“ der Patienten hat, erscheint die weitere Untersuchung des Verums der
Charge A lohnenswert. Anhand der erhobenen Daten läßt sich vermuten, dass es
einen schützenden Effekt auf die funktionelle Kapazität der Thrombozyten ausübt und
andererseits die Bildung der Thrombozyten-Mikropartikel reduziert. Möglicherweise
führt dies tatsächlich zu einem besseren „Outcome“. Der Effekt sollte unbedingt in
einer größeren tierexperimentellen Studie untersucht werden, bei der man sich auf die
in der Diskussion beschrieben vielversprechenden Parameter beschränken kann. Das
Verum der Charge B zeigte diesen Effekt nicht oder nur in geringem Maße, so dass
hier von einer weiteren Untersuchung abgesehen werden kann.
Bei nahezu allen Untersuchungen zeigte sich, dass der initiale Effekt des
Thrombospondin-1 aufgrund seiner kurzen Halbwertszeit im Laufe des Versuchs
nachläßt. Um eine kontinuierliche Wirkung des TSP-1 der Charge A zu gewährleisten
sollte es bei allen weiteren Untersuchungen in regelmäßigen Abständen von z.B. 3-4h
appliziert werden.
Die Untersuchung auf mögliche frühe Prognoseparameter ergab ebenfalls einige
interessante Aspekte, denen weiter nachgegangen werden sollte. Die Thrombozyten
der Schafe der überlebenden Gruppe zeigten eine deutlich bessere funktionelle
Kapazität, die sich z.B. in einer höheren ex vivo-Anbindung von vWF, Fibrinogen, F XIII
und Anti-Fibrinogen-Antikörper wiederspiegelte. Als Verlaufsparameter sollten auch die
Thrombozyten-Mikropartikel, die dense bodies und die Thrombozyten-PMNL-Assoziate
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näher betrachtet  werden. Die Untersuchung dieser Prognose- und Verlaufsparameter
sollte direkt an menschlichen Sepsispatienten erfolgen.
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7. Abkürzungsverzeichnis
® Eingetragenes Warenzeichen
µg Mikrogramm
µI Mikroliter
µm Mikrometer
µM Mikromolar
µmol Mikromol
A280 Absorption bei einer Wellenlänge von 280nm
ADAMTS13 A disintegrin-like and metalloproteinase with thrombospondin type 1motif
ADP Adenosindiphosphat
APS Ammoniumpersulfat
Aqua bidest. Aqua bidestillata
Aqua dest. Aqua destillata
AT III Antithrombin III
ATP Adenosintriphosphat
BCA Bicinchoninic acid (Bicinchoninsäure)
Biotin-7-NHS D-Biotinoyl-e-Aminocapronsäure-N-Hydroxy-Succinimideester
BPB Bromphenolblau
BSA Bovine serum albumin (Rinderserumalbumin)
CARS Compensatory Antiinflammatory Response Syndrom
CHAOS Cardiovascular shock-Homeostasis-Apoptosis-Organ dysfunction-
Immunsuppression
CD Cluster of differentiation
cm Zentimeter
COMP Cartilage oligomeric matrix protein
COX-1 Cyclooxigenase-1
CTD C-terminale Domäne
Da Dalton
DAG Diazylglyzerid
DIC             Dissiminated intravascular coagulation
DMSO Dimethylsulfoxid
DTE Dithioerythreitol
DTS Dense tubular system
E280 Extinktionskoeffizient bei einer Wellenlänge von 280nm
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EDTA Ethylen diamine tetraacetic acid (Ethylendiamintetraessigsäure)
EGF Endothelial growth factor
F/P ratio FITC/Protein ratio
FACS Fluorescence activated cell sorter (Durchflusszytometer)
FITC Fluoresceinisothiocyanat
FSC Forward angle light scatter (Vorwärtsstreulicht)
FVlla Gerinnungsfaktor Vlla
FXIII Gerinnungsfaktor XIII
g Erdbeschleunigung
9 Gramm
GP Glykoprotein
GPRP H-Gly-Pro-Arg-Pro-OH
HCI Salzsäure
HEPES 2-[4-(2-Hydroxyethyl)-1 -piperazinyl]-ethansulfonsäure
HK Kininogen
HSPG Heparansulfat-Proteoglykane
I. E. Internationale Einheiten
Il Interleukin
i. m. Intramuskulär
i.v. Intravenös
IAA lodacetamid
IAP Integrin-assoziiertes Protein
ICAM Intracellular adhesion molecule
IFN Interferon
IP3 Inositoltriphosphat
kg Kilogramm
KG Körpergewicht
kgKG Kilogramm Körpergewicht
kPa Kilopascal
LBP Lipopolysaccharid binding protein (LPS-bindendes Protein)
LDL Low Density Lipoprotein
LFA Lymphocyte function associated antigen
LPS Lipopolysaccharid (Endotoxin)
M Molar
m2 Quadratmeter
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MAD Mittlerer arterieller Druck
MARS Mixed Antagonistic Response Syndrom
MCP Monocyte Chemoattractant Protein
mg Milligramm
MG Molekülgewicht
ml Milliliter
mm Millimolar
MOD Multiorgandysfunktionssyndrom
mol Mol
MOV Multiorganversagen
MW Molecular weight (Molekulargewicht)
NaCl Natriumchlorid
NaOH Natronlauge
NEM N-Ethylmalinimid
NF-кB Nuclear factor kappa B
ng Nanogramm
NHS N-Hydroxysuccinimidester
nm Nanometer
NO Stickstoffmonooxid
NTD N-terminale Domäne
OCS Offenes kanalikuläres Membransystem
OD Oligomerisations-Domäne
PAF Platelet activating factor
PAI-1 Plasminogen activator inhibitor 1
PAR Proteinase-activated receptor
PBS Phosphate buffered Saline (Phosphatgepufferte Salzlösung)
PC Prokollagen ähnliche Domäne
PDGF Platelet derived growth factor
PE R-Phycoerythrin
PECAM Platelet Endothelial Cell adhesion molecule
PerCP Peridin-Chlorophyll-a-Protein
Pg Pikogramm
PIP2 Phosphatidylinositol-4,5-biphosphat
PIRO Predisposition-Infection-Response-Organ dysfunction
PK Plasma-Kallikrenin
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PLT Plättchen (Thrombozyten)
PMNL Polymorphnukleäre Leukozyten
PMP Platelet Microbicidal Proteins
PMSF Phenylmethylsulphonylfluorid
PO2 Sauerstoffpartialdruck
PPP Platelet-poor plasma (plättchenarmes Plasma)
Prokoll Prokollagen-Domäne
PRP Platelet-rich plasma (plättchenreiches Plasma)
PSGL P-Selektin-Glykoprotein-Ligand
RANTES Regulated upon normal T-cell expressed and secreted
RE Relative Einheiten
RNA Ribonukleinsäure
rpm Rounds per minute (Umdrehungen pro Minute)
S.E.M. Standard error of the mean (Standardfehler)
SCS Surface connected System (offenes kanalikuläres Membransystem)
SDS Sodiumdodecylsylfat (Natriumlaurylsulfat)
SDS-PAGE Sodiumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese
SIRS Systemic inflammatory response Syndrome
SSC Sideward angle light scatter (Seitwärtsstreulicht)
TBS TRIS-buffered sahne (TRIS-gepufferte Salzlösung)
TEMED N, N, N', N'-Tetra-Methyl-Ethylendiamin
TF Tissue factor
TFPI Tissue factor pathway inhibitor
TGF Transforming growth factor
TNF Tumornekrosefaktor
tPA Tissue plasminogen activator
TRAP Thrombin receptor activating peptide
TSP Thrombospondin
TSR Thrombospondin-typische repeats
U Unit
VCAM Vascular cell adhesion molecule
VLA-4 Very late antigen-4
vWF von-Willebrand-Faktor
WWU Westfälische Wilhelms-Universität
ZTE Zentrale tierexperimentelle Einrichtung
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